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Resumen 
Enterococcus faecium L50 una bacteria láctica bacteriocinogénica aislada de un embutido crudo 
curado español elaborado artesanalmente, produce tres bacteriocinas (cuatro péptidos) de pequeño 
tamaño molecular y termoestables que se sintetizan ribosomalmente sin modificaciones 
postraduccionales (clase II): (i) enterocina P (EntP), una bacteriocina del tipo pediocina (subclase IIa) 
que se sintetiza con una extensión N-terminal del tipo péptido señal; (ii) enterocina L50 (EntL50), una 
bacteriocina constituida por dos péptidos que se sintetizan sin extensión N-terminal cuya actividad 
antimicrobiana total depende de la actividad de la enterocina L50A (EntL50A) y la enterocina L50B 
(EntL50B), que contienen 44 y 43 aminoácidos, respectivamente, y cuya secuencia presenta una gran 
homología (72% de identidad), por lo que EntL50 (EntL50A y EntL50B) puede clasificarse en las 
subclases IIb y IIc y (iii) enterocina Q (EntQ), una bacteriocina que se sintetiza sin extensión N-
terminal (subclase IIc). La producción de estas bacteriocinas por E. faecium L50 está influida por la 
temperatura de incubación, así pues, EntL50 (EntL50A y EntL50B) se produce en el rango de 
temperaturas de 16−42ºC, aunque su producción es insignificante cuando la temperatura es superior a 
37ºC, mientras que EntP y EntQ se sintetizan a temperaturas comprendidas entre 16 y 47ºC. Los 
determinantes genéticos que codifican la producción de, e inmunidad a, EntL50 (EntL50A y EntL50B), 
EntQ y EntP se localizan en el plásmido pCIZ1 (aprox., 50 kb), en el plásmido pCIZ2 (aprox., 7,4 kb) 
y en pCIZ1 y el cromosoma de E. faecium L50, respectivamente. La producción de estas bacteriocinas 
confiere a E. faecium L50 un amplio espectro de acción antimicrobiano frente a: (i) bacterias patógenas 
productoras de toxiinfecciones alimentarias, como Clostridium botulinum, Clostridium perfringens y 
Listeria monocytogenes, (ii) bacterias patógenas de hombres y animales, como Streptococcus 
agalactiae, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus parasanguis y Streptococcus 
pneumoniae y (iii) bacterias lácticas alterantes de los alimentos, como Enterococcus spp., 
Lactobacillus spp., Lactococcus spp. y Pediococcus spp. En este trabajo se describe la actividad 
antimicrobiana comparada de seis bacterias lácticas bacteriocinogénicas de origen alimentario, entre las 
que se incluyen E. faecium L50 (productora de EntL50 [EntL50A y EntL50B], EntP y EntQ), E. 
faecium T136 (productora de las enterocinas A y B), E. faecium P13 (productora de EntP), Lactococcus 
lactis subesp. lactis (productora de nisina A), Pediococcus acidilactici 347 (productora de pediocina 
PA-1) y Lactobacillus sakei 148 (productora de lactocina S), frente a 34 bacterias lácticas alterantes de 
la cerveza, así como la evaluación de la aplicación potencial de las bacteriocinas de E. faecium L50 
como bioconservantes de la cerveza en diversas etapas de su proceso de elaboración para inhibir el 
desarrollo de las bacterias lácticas alterantes de este producto. Asimismo, se ha investigado la 
viabilidad del desarrollo mediante ingeniería genética de cepas bacteriocinogénicas de Saccharomyces 
cerevisiae y Pichia pastoris que expresen y secreten EntL50 (EntL50A y/o EntL50B) biológicamente 
activa. 
En primer lugar (Capítulo III), E. faecium L50 ejerció una amplia y potente actividad 
antimicrobiana frente a diversas cepas de las especies de bacterias lácticas alterantes de la cerveza más 
relevantes (i.e., Lactobacillus brevis y Pediococcus damnosus), que fue debida principalmente a la 
producción de EntL50 (EntL50A y EntL50B). Además, EntL50A y EntL50B sintetizadas in vitro 
mostraron actividad antimicrobiana independiente, siendo significativamente mayor la actividad 
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antimicrobiana de EntL50A; asimismo, la utilización combinada de ambos péptidos permitió detectar 
un efecto sinérgico en su actividad antimicrobiana. Conviene destacar que E. faecium L50 puede 
considerarse como una cepa no virulenta ya que los únicos genes que codifican factores potenciales de 
virulencia que se detectaron fueron efaAfm (adhesina de la pared celular) y ccf (feromona sexual) y esta 
cepa fue susceptible a los antibióticos de mayor relevancia clínica, tales como ampicilina, penicilina, 
vancomicina y gentamicina. Por otra parte, E. faecium L50 sobrevivió, pero no se desarrolló ni mostró 
actividad antimicrobiana en mosto de cerveza (con y sin lúpulo), cerveza (1−5% de etanol, vol/vol) y 
“cerveza” sin alcohol (0% de etanol, vol/vol). Sin embargo, cuando el mosto sin lúpulo se suplementó 
con un 50% (vol/vol) de caldo MRS, E. faecium L50 se desarrolló y mostró una actividad 
antimicrobiana similar a la obtenida en caldo MRS. Además, las enterocinas producidas por esta cepa 
ejercieron un efecto bactericida dependiente de la dosis y el sustrato (reducción de cinco ciclos 
logarítmicos) frente a Lb. brevis y P. damnosus desarrollados en caldo MRS, mosto de cerveza (con y 
sin lúpulo), cerveza (1−5% de etanol, vol/vol) y “cerveza” sin alcohol (0% de etanol, vol/vol) a 32ºC, 
no detectándose la aparición y el desarrollo de poblaciones bacterianas resistentes incluso transcurridos 
6−15 días de incubación de los cultivos. Asimismo, las enterocinas de E. faecium L50 en mosto y 
cerveza (5% de etanol, vol/vol) resistieron los tratamientos térmicos llevados a cabo generalmente en la 
industria cervecera para la maceración (tratamientos térmicos sucesivos a 45, 62, 72 y 78ºC durante 30 
min, en mosto sin lúpulo), ebullición (tratamiento térmico a 100ºC durante 90 min, en mosto con 
lúpulo), fermentación (tratamiento térmico a 15ºC durante 6−10 días, en mosto con lúpulo) y 
pasteurización (tratamientos térmicos a 65 y 75ºC durante 40 y 10 min, respectivamente, en cerveza 
[5% de etanol, vol/vol]). Además, estas enterocinas retuvieron gran parte de su actividad 
antimicrobiana en cerveza (5% de etanol, vol/vol) después de su almacenamiento prolongado a 8 y 
25ºC. Considerados globalmente, estos resultados revelaron la eficacia de las bacteriocinas de E. 
faecium L50, principalmente EntL50 (EntL50A y EntL50B), como bioconservantes de la cerveza en 
diversas etapas de su proceso de elaboración con el objeto de controlar su alteración por el desarrollo 
de bacterias lácticas. 
Posteriormente (Capítulo IV), se construyó un vector de expresión y secreción de proteínas para 
Sc. cerevisiae, pYABD01, mediante la clonación de la región génica que codifica el péptido señal de la 
feromona factor α 1 (MFα1s) de esta levadura, que incluye el sitio de unión de la enzima Kex2 
necesario para el procesamiento de la proteína fusionada, en el vector de expresión de proteínas para 
Sc. cerevisiae pYES2. Los genes estructurales de EntL50A (entL50A) y EntL50B (entL50B) se 
clonaron, independiente y conjuntamente (entL50AB), en pYABD01, bajo el control del promotor 
inducible por galactosa PGAL1, y se obtuvieron los plásmidos pYABD02 (entL50A), pYABD03 
(entL50B) y pYABD04 (entL50AB). Estos plásmidos recombinantes se transformaron en Sc. cerevisiae 
INVSc1 y se obtuvieron las cepas Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02), Sc. cerevisiae L50B-4 
(pYABD03) y Sc. cerevisiae L50AB-2 (pYABD04). El empleo de ensayos microbiológicos y 
anticuerpos policlonales de especificidad predeterminada anti-LR1-KLH (frente a EntL50A) y anti-
LR2-KLH (frente a EntL50B) en un ensayo inmunoenzimático indirecto no competitivo (ELISA-NCI), 
permitió la detección y cuantificación de la producción de estos péptidos en los sobrenadantes libres de 
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células de los cultivos de estas levaduras recombinantes desarrollados en medios mínimo y complejo 
(SCGR e YPGR, respectivamente), aunque no se detectó actividad antimicrobiana en los 
correspondientes medios sólidos. La máxima actividad antimicrobiana se detectó en los sobrenadantes 
concentrados de las cepas Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) (255 UB/mg masa celular seca 
[mgMCS]) y Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) (165 UB/mgMCS) desarrolladas en SCGR. 
Asimismo, Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) secretaron 
eficientemente EntL50A (8,4 y 5,2 ng/mgMCS en SCGR e YPGR, respectivamente) y EntL50B (24,0 
y 19,1 ng/mgMCS en SCGR e YPGR, respectivamente) biológicamente activos. Conviene destacar 
que, en el medio óptimo SCGR, Sc. cerevisiae L50AB-2 (pYABD04) secretó una cantidad de EntL50A 
biológicamente activo (10,4 ng/mgMCS) mayor que Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02); sin 
embargo, Sc. cerevisiae L50AB-2 (pYABD04) no produjo EntL50B. Por otra parte, los péptidos 
recombinantes EntL50A y EntL50B se purificaron de los sobrenadantes de los cultivos de Sc. 
cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03), respectivamente, desarrollados 
en SCGR. Los análisis mediante espectrometría de masas de los péptidos recombinantes purificados 
mostraron que EntL50A se asocia probablemente a un compuesto desconocido producido por la 
levadura y que EntL50B es procesado correctamente por la enzima Kex2. Asimismo, los análisis en 
geles de Tricina-SDS-poliacrilamida de los péptidos recombinantes EntL50A y EntL50B revelaron una 
banda proteica con el tamaño molecular esperado y agregados proteicos que se detectaron 
específicamente mediante Western blotting y que mostraron actividad biológica mediante un Overlay 
assay. Considerados globalmente, estos resultados demostraron la eficacia del vector recombinante 
pYABD01 para permitir el transporte y la secreción de EntL50A y EntL50B biológicamente activos 
por Sc. cerevisiae dirigidos por MFα1s a través del sistema Sec. 
Finalmente (Capítulo V), se evaluó la expresión y secreción de EntL50A y EntL50B 
biológicamente activos, independiente y conjuntamente, por la levadura metilotrófica Pc. pastoris. Los 
genes estructurales entL50A y entL50B, fusionados a MFα1s, se clonaron, independiente y 
conjuntamente (entL50AB), en el vector de expresión y secreción de proteínas pPICZαA, bajo el 
control del promotor de la alcohol oxidasa inducible por metanol (PAOX1), y se obtuvieron los 
plásmidos pBAS01 (entL50A), pBAS02 (entL50B) y pBAS03 (entL50AB). Estos plásmidos 
recombinantes se integraron en el genoma de Pc. pastoris X-33 y se obtuvieron las cepas Pc. pastoris 
X-33A-22 (pBAS01), Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) y Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03). La 
producción de EntL50A y/o EntL50B por las levaduras recombinantes, desarrolladas en los medios 
complejo y mínimo tamponados con metanol (BMMY y BMM, respectivamente), se evaluó y 
cuantificó mediante el empleo de métodos microbiológicos y los anticuerpos policlonales de 
especificidad predeterminada anti-LR1-KLH y anti-LR2-KLH en un ELISA-NCI. Estas levaduras 
recombinantes ejercieron actividad antimicrobiana en medio sólido y líquido, obteniéndose el valor 
máximo en los sobrenadantes de los cultivos de Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) (310 UB/mgMCS) 
desarrollados en BMM, seguido por los de Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) (95 UB/mgMCS) 
desarrollados en BMMY y Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) (65 UB/mgMCS) desarrollados en 
BMM. Asimismo, en ambos medios se secretaron eficientemente EntL50A y/o EntL50B 
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biológicamente activos, obteniéndose la máxima producción en los cultivos de Pc. pastoris X-33B-33 
(pBAS02) (1.240 ng de EntL50B/mgMCS) desarrollados en BMMY, seguida por los de Pc. pastoris 
X-33A-22 (pBAS01) (228,5 ng de EntL50A/mgMCS) desarrollados en BMM y Pc. pastoris X-33AB-
27 (pBAS03) (39,3 ng de EntL50B/mgMCS y 32,8 ng de EntL50A/mgMCS) desarrollados en BMM. 
Por otra parte, los péptidos recombinantes EntL50A y EntL50B se purificaron de los sobrenadantes de 
los cultivos de Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) y Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02), respectivamente, 
desarrollados en BMMY. Los análisis mediante espectrometría de masas de los péptidos recombinantes 
purificados mostraron que la mayor parte de EntL50A se asocia probablemente a un compuesto 
desconocido producido por la levadura y que EntL50B es procesado correctamente por la enzima 
Kex2. Por último, los análisis en geles de Tricina-SDS-poliacrilamida y Western blotting de los 
péptidos recombinantes EntL50A y EntL50B revelaron una banda proteica con el tamaño molecular 
esperado y su tendencia a la formación de agregados; además, mediante un Overlay assay se demostró 
la actividad biológica de ambos péptidos procesados y secretados eficientemente por Pc. pastoris 
dirigidos por MFα1s a través del sistema Sec. 
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Enterococcus faecium L50, a bacteriocinogenic lactic acid bacteria (LAB) isolated from an 
artisanal Spanish dry-fermented sausage, produces three ribosomally synthesized, nonmodified, small, 
heat-stable class II bacteriocins (four peptides): (i) enterocin P (EntP) is a pediocin-like bacteriocin 
(subclass IIa) synthesized with a Sec-dependent N-terminal extension (signal peptide); (ii) enterocin 
L50 (EntL50) is a two-leader-less peptide bacteriocin whose full antimicrobial activity requires the 
activity of enterocin L50A (EntL50A) and enterocin L50B (EntL50B), consisting of 44 and 43 amino 
acids, respectively, and sharing 72% sequence identity, and thus EntL50 may be categorized either in 
subclass IIb or IIc; and (iii) enterocin Q (EntQ) is a subclass IIc leader-less bacteriocin. Interestingly, 
multiple bacteriocin production by E. faecium L50 is a temperature-regulated process: EntL50 
(EntL50A and EntL50B) is produced at 16−42ºC but production is negligible when the growth 
temperature is above 37ºC, whereas EntP and EntQ are synthesized at temperatures ranging from 16 to 
47ºC. The genetic determinants required for the production of, and immunity against, EntL50 
(EntL50A and EntL50B), EntQ and EntP are located on the 50-kb-plasmid pCIZ1, the 7.4-kb-plasmid 
pCIZ2, and pCIZ1 and the chromosome from E. faecium L50, respectively. This multiple bacteriocin 
production confers to E. faecium L50 a broad antimicrobial spectrum against: (i) food-borne 
pathogenic bacteria, such as Clostridium botulinum, Clostridium perfringens and Listeria 
monocytogenes; (ii) human and animal clinical pathogens, such as Streptococcus agalactiae, 
Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus parasanguis and Streptococcus pneumoniae; 
and (iii) food-spoilage LAB, such as Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp. and 
Pediococcus spp. The present work describes the comparative antimicrobial spectrum of six 
bacteriocinogenic LAB of food origin, including E. faecium L50 (EntL50 [EntL50A and EntL50B], 
EntP and EntQ producer), E. faecium T136 (enterocins A and B producer), E. faecium P13 (EntP 
producer), Lactococcus lactis subsp. lactis (nisin A producer), Pediococcus acidilactici 347 (pediocin 
PA-1 producer), and Lactobacillus sakei 148 (lactocin S producer), against 34 representative beer-
spoilage LAB, as well as the potential application of bacteriocins from E. faecium L50 as beer-
biopreservatives at various stages of the brewing process to inhibit the growth of beer-spoilage LAB. 
Likewise, the feasibility of developing genetically engineered bacteriocinogenic strains of 
Saccharomyces cerevisiae and Pichia pastoris heterologously expressing and secreting the broad 
spectrum two-peptide bacteriocin EntL50 (EntL50A and/or EntL50B) has been investigated. 
First (Chapter III), E. faecium L50 displayed a broad antimicrobial spectrum against the most 
relevant beer-spoilage LAB (i.e., Lactobacillus brevis and Pediococcus damnosus), which is mainly 
due to the production of EntL50 (EntL50A and EntL50B). Moreover, bacteriocin assays using in vitro 
synthesized EntL50 (EntL50A and EntL50B) showed that both individual peptides possess 
antimicrobial activity on their own, being EntL50A the most active, but when the two peptides were 
combined a synergistic effect was observed. It is noteworthy that E. faecium L50 may be considered as 
an avirulent strain since the only virulence genes detected were efaAfm (cell wall adhesin) and ccf (sex 
pheromone), and this strain was susceptible to most clinically relevant antibiotics, such as ampicillin, 
penicillin, vancomycin and gentamycin. On the other hand, E. faecium L50 survived but did not grow 
nor showed antimicrobial activity in hopped and unhopped wort, and alcoholic (1 and 5% ethanol, 
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vol/vol) and non-alcoholic (0% ethanol, vol/vol) commercial lager beers. However, when unhopped 
wort was supplemented with 50% (vol/vol) MRS broth, E. faecium L50 grew and produced 
antimicrobial activity similarly as in MRS broth. Furthermore, the enterocins produced by this strain 
were bactericidal (5 log decrease) against Lb. brevis and P. damnosus in a dose- and substrate-
dependent manner when challenged in MRS broth, wort (hopped and unhopped), and alcoholic (1 and 
5% ethanol, vol/vol) and non-alcoholic (0% ethanol, vol/vol) lager beers at 32ºC, and no bacterial 
resistances were detected even after incubation for 6−15 days. In addition, the enterocins in wort and 
lager beer (5% ethanol, vol/vol) withstood the heat treatments commonly employed in the brewing 
industry for mashing (consecutive heating at 45, 62, 72 and 78ºC for 30 min, in unhopped wort), 
boiling (100ºC for 90 min, in hopped wort), fermentation (15ºC for 6−10 days, in hopped wort), and 
pasteurization (65ºC for 40 min and 75ºC for 10 min, in lager beer), and retained most of their 
antimicrobial activity in lager beer (5% ethanol, vol/vol) after long-term storage at 8 and 25ºC. Taken 
together, these results showed the suitability of bacteriocins from E. faecium L50, mainly EntL50 
(EntL50A and EntL50B), as beer-biopreservatives at various stages of the brewing process to control 
beer-spoilage by LAB. 
Second (Chapter IV), a protein expression and secretion vector for Sc. cerevisiae, pYABD01, was 
constructed by cloning the yeast gene region encoding the mating pheromone α-factor 1 secretion 
signal (MFα1s), including the Kex2 enzyme signal cleavage site required for processing of the fusion 
protein, into the Sc. cerevisiae nonfusion protein expression vector pYES2. The structural genes of 
EntL50A (entL50A) and EntL50B (entL50B) were cloned, separately and together (entL50AB), in 
pYABD01 under control of the galactose-inducible promoter PGAL1 to generate the plasmids pYABD02 
(entL50A), pYABD03 (entL50B) and pYABD04 (entL50AB). These recombinant plasmids were further 
transformed into Sc. cerevisiae INVSc1 resulting in the strains Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02), 
Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) and Sc. cerevisiae L50AB-2 (pYABD04). By using antimicrobial 
assays and specific anti-LR1-KLH (for EntL50A) and anti-LR2-KLH (for EntL50B) antibodies in a 
noncompetitive indirect enzyme-linked immunosorbent assay (NCI-ELISA), bacteriocin production by 
recombinant yeasts was detected and quantified in cell-free culture supernatants from cultures grown 
both in minimal and complex media (SCGR and YPGR, respectively), but no in the corresponding 
solid media. The maximum antimicrobial activity was found in concentrated supernatants from Sc. 
cerevisiae L50A-20 (pYABD02) (255 BU/mg cell dry weight [mgCDW]) and Sc. cerevisiae L50B-4 
(pYABD03) (165 BU/mgCDW) grown in SCGR. Likewise, Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and 
Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) secreted efficiently biologically active EntL50A (8.4 and 5.2 
ng/mgCDW in SCGR and YPGR, respectively) and EntL50B (24.0 and 19.1 ng/mgCDW in SCGR and 
YPGR, respectively). Strikingly, in the optimal medium SCGR, Sc. cerevisiae L50AB-2 (pYABD04) 
secreted a higher amount of biologically active EntL50A (10.4 ng/mgCDW) than Sc. cerevisiae L50A-
20 (pYABD02), but EntL50B was not produced. On the other hand, recombinant EntL50A and 
EntL50B were purified from supernatants of Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae 
L50B-4 (pYABD03), respectively, grown in SCGR, and the mass spectrometry analyses of purified 
recombinant peptides showed that EntL50A is probably associated to an hitherto unknown yeast 
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compound, and that EntL50B is correctly processed by the Kex2 enzyme. In addition, Tricine-SDS-
PAGE analyses of recombinant EntL50A and EntL50B revealed one major band with the expected size 
and bacteriocin aggregates, that were specifically detected by Western blotting, and further shown to be 
biologically active by an overlay assay. Taken together, these results demonstrated the suitability of the 
generated MFα1s-containing recombinant vector pYABD01 to direct efficiently processing and 
secretion of biologically active EntL50A and EntL50B by Sc. cerevisiae through the yeast Sec system. 
Finally (Chapter V), the expression and secretion of biologically active EntL50A and EntL50B, 
separately and together, by the methylotrophic yeast Pc. pastoris was evaluated. The structural genes 
entL50A and entL50B, fused to MFα1s, were cloned, separately and together (entL50AB), into the Pc. 
pastoris expression and secretion vector pPICZαA, under control of the methanol-inducible alcohol 
oxidase promoter (PAOX1), generating the plasmids pBAS01 (entL50A), pBAS02 (entL50B) and 
pBAS03 (entL50AB). These recombinant plasmids were further integrated into the genome of Pc. 
pastoris X-33 resulting in the strains Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01), Pc. pastoris X-33B-33 
(pBAS02) and Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03). EntL50A and/or EntL50B production by 
recombinant yeasts, grown both in buffered methanol-complex and minimal media (BMMY and 
BMM, respectively), was evaluated and quantified by using microbiological methods and specific anti-
LR1-KLH and anti-LR2-KLH antibodies in an NCI-ELISA. The recombinant yeasts displayed 
antimicrobial activity both in solid and liquid media, and the maximum antimicrobial activity was 
found in culture supernatants from Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) (310 BU/mgCDW) grown in 
BMM, followed by Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) (95 BU/mgCDW) grown in BMMY, and Pc. 
pastoris X-33AB-27 (pBAS03) (65 BU/mgCDW) grown in BMM. Likewise, biologically active 
recombinant EntL50A and/or EntL50B were efficiently secreted both in media being the maximum 
production achieved by cultures of Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) (1,240 ng of EntL50B/mgCDW) 
grown in BMMY, followed by Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) (228.5 ng of EntL50A/mgCDW) 
grown in BMM, and Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) (39.3 ng of EntL50B/mgCDW and 32.8 ng of 
EntL50A/mgCDW) grown in BMM. On the other hand, recombinant EntL50A and EntL50B were 
purified from supernatants of Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02), 
respectively, grown in BMMY, and the mass spectrometry analyses of purified recombinant peptides 
showed that most EntL50A is probably associated to an hitherto unknown yeast compound, and that 
EntL50B is correctly processed by the Kex2 enzyme. Finally, Tricine-SDS-PAGE and Western 
blotting analyses of recombinant EntL50A and EntL50B revealed one major band with the expected 
size and their tendency to aggregate, and an overlay assay demonstrated the biological activity of both 
bacteriocin peptides processed and secreted by Pc. pastoris directed by MFα1s through the yeast Sec 
system. 
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I. Exposición general del problema a investigar: objetivos 
El Real Decreto 53/1995 de 20 de enero, por el que se aprueba la Reglamentación Técnico-
Sanitaria para la elaboración, circulación y comercio de la cerveza y la malta líquida (BOE nº 34 de 9 
de febrero de 1995), define a la cerveza como la bebida resultante de la fermentación alcohólica, 
mediante levadura seleccionada (Saccharomyces spp.), de un mosto procedente de malta de cebada, 
solo o mezclado con otros productos amiláceos transformables en azúcar por digestión enzimática, 
adicionado con lúpulo y/o sus derivados y sometido a un proceso de cocción.  
La cerveza es una bebida con una alta estabilidad microbiológica y, en principio, no constituye un 
medio adecuado para el crecimiento de la mayoría de los microorganismos. En este contexto, su bajo 
potencial de óxido-reducción, junto con otros factores intrínsecos de estrés microbiano como su bajo 
pH (3,8−4,7), presencia de isohumulonas del lúpulo (17−55 mg de iso-α-ácidos/l), la concentración de 
etanol (1−10%, vol/vol), dióxido de carbono (aprox., 0,5%, m/vol), ácidos orgánicos, acetaldehído y 
otros metabolitos antimicrobianos y su relativamente bajo contenido en nutrientes, principalmente 
hidratos de carbono y aminoácidos, impiden, en principio, el crecimiento de los microorganismos 
patógenos y de la mayoría de los microorganismos alterantes. Además, la industria cervecera utiliza 
factores extrínsecos que limitan el crecimiento microbiano, entre los que se incluyen la ebullición del 
mosto, la refrigeración, la filtración, la pasteurización, el envasado aséptico, el mantenimiento de unas 
correctas prácticas de higiene y asepsia y la utilización de conservantes químicos como, por ejemplo, el 
ácido benzoico y sus sales (benzoatos) y el dióxido de azufre y sus sales (sulfitos). No obstante, a pesar 
de estos factores de estrés microbiano, tanto durante la elaboración de la cerveza como en el producto 
final pueden producirse problemas microbiológicos relacionados con la aparición de alteraciones 
visibles (filamentosidad, turbidez, sedimentación y decoloración), exceso de acidez y gas y desarrollo 
de aromas anómalos (diacetilo, ácidos láctico y acético, 2,3-butanodiol, dihidroxiacetona y compuestos 
fenólicos) originados por el desarrollo y la actividad metabólica de microorganismos ajenos a los que 
participan en la fermentación, entre los que se incluyen levaduras y diversas bacterias Gram-positivas 
(bacterias lácticas) y Gram-negativas (bacterias acéticas y enterobacterias). A este respecto, la 
alteración debida al desarrollo de bacterias lácticas, principalmente de las especies Lactobacillus 
brevis, Lactobacillus lindneri y Pediococcus damnosus, representa en la actualidad un grave problema 
para la moderna industria cervecera, tanto por sus importantes repercusiones económicas, que pueden 
ser suficientemente graves como para amenazar la continuidad de las compañías cerveceras, 
especialmente de las más pequeñas, como por el detrimento que provoca en la calidad higiénico-
sanitaria del producto final. Actualmente se conoce que el inóculo de levadura utilizado durante la 
elaboración de la cerveza para la fermentación del mosto (cultivo iniciador) constituye el principal 
reservorio de bacterias lácticas contaminantes. De forma general, la problemática de estos 
microorganismos alterantes en la industria cervecera se debe, principalmente, a: (i) su capacidad para 
desarrollarse durante la fermentación y maduración, así como, en el caso de pediococos, en la cerveza 
elaborada, (ii) la gravedad de las alteraciones que producen, entre las que destaca la “enfermedad 
sarcina”, causada por Pediococcus spp., caracterizada por un exceso de acidez, turbidez sedosa, 
sedimento granular, filamentosidad y aparición de sabores y aromas anómalos debido a la producción 
de 2,3-butanodiol y diacetilo, (iii) su capacidad para colonizar los equipos de producción y (iv) la 
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dificultad de su erradicación del inóculo de levadura empleado, así como del ambiente de la planta, 
debido a su elevada resistencia a los productos de limpieza y desinfección. Por otra parte, aunque la 
utilización de dióxido de azufre y sulfitos como conservantes químicos y antioxidantes está muy 
generalizada en la industria cervecera, se tiene constancia desde hace tiempo de que su presencia en la 
cerveza puede originar en algunos consumidores reacciones adversas como choque anafiláctico, 
reacciones asmáticas, urticaria, náuseas, dolores abdominales y diarrea. Por todo ello, resulta de gran 
interés la investigación de nuevas metodologías que permitan minimizar el riesgo de alteración 
microbiana de la cerveza y, a su vez, evitar el empleo de dióxido de azufre y sulfitos o reducir las dosis 
a las que se utilizan habitualmente en la industria cervecera. En este contexto, dado que la seguridad e 
inocuidad de las bacterias lácticas asociadas a los alimentos se ha aceptado durante mucho tiempo 
(microorganismos GRAS, del inglés Generally Recognized as Safe, y su equivalente europeo QPS, del 
inglés Qualified Presumption of Safety), se ha sugerido su empleo y/o el de sus metabolitos como 
bioconservantes para que, formando parte de un sistema de “barreras” u “obstáculos”, permitan 
garantizar la seguridad y calidad higiénica de los alimentos que se consumen. De las sustancias 
antimicrobianas producidas por las bacterias lácticas, las bacteriocinas (péptidos antimicrobianos de 
síntesis ribosomal) son las más interesantes tecnológicamente, debido a su termoestabilidad, su 
actividad a pH ácido y neutro, su inactivación por la acción de enzimas proteolíticas de origen gástrico 
y/o pancreático, etc., como bioconservantes alimentarios para inhibir el desarrollo de microorganismos 
alterantes y patógenos de los alimentos. A este respecto, y de forma general, existen tres estrategias 
para la aplicación de las bacteriocinas como bioconservantes alimentarios: (i) inoculación del alimento 
con la bacteria láctica bacteriocinogénica, para que ésta produzca la bacteriocina in situ (cultivo 
protector y/o cultivo iniciador); (ii) adición como ingrediente alimentario de un medio fermentado por 
una cepa bacteriocinogénica y (iii) adición como aditivo alimentario de la bacteriocina purificada o 
parcialmente purificada. Los estudios realizados sobre la posible utilidad de las bacterias lácticas y sus 
bacteriocinas como bioconservantes de la cerveza son muy escasos y se han basado principalmente en 
el empleo de nisina A (NisA), producida por diversas cepas de Lactococcus lactis, que, hasta la fecha, 
es la única bacteriocina autorizada internacionalmente como aditivo antimicrobiano en determinados 
tipos de productos. En este contexto, en la Unión Europea está permitida la utilización de NisA como 
conservante (E-234) en determinados tipos de quesos, productos lácteos y postres. Asimismo, en 
Australia y Nueva Zelanda también está permitida su adición como conservante de la cerveza. 
Con base en lo expuesto anteriormente, este trabajo de investigación tiene por objeto el desarrollo 
y la evaluación de un método de bioconservación de la cerveza basado en la utilización de 
bacteriocinas producidas por bacterias lácticas de origen alimentario como un componente más de un 
sistema de protección de la calidad en el que se incluyen además diversas “barreras” u “obstáculos” al 
desarrollo de las bacterias lácticas alterantes de este producto. A este respecto, se dispone de una 
colección de bacterias lácticas bacteriocinogénicas aisladas previamente de diversos orígenes 
(productos cárnicos, leche, productos lácteos, pescados, mariscos, productos de la pesca y animales de 
caza menor), entre las que destacan por su actividad antimicrobiana las cepas de origen cárnico Lc. 
lactis subesp. lactis BB24 (productora de NisA), Pediococcus acidilactici 347 (productora de pediocina 
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PA-1), Enterococcus faecium L50 (productora de enterocina L50 [L50A y L50B], enterocina P [EntP] 
y enterocina Q), E. faecium P13 (productora de EntP), E. faecium T136 (productora de enterocinas A y 
B) y Lactobacillus sakei 148 (productora de lactocina S). En este contexto, se estableció como 
hipótesis de partida que la utilización de: (i) estas bacteriocinas y/o sus mezclas, parcialmente 
purificadas o purificadas a homogeneidad, (ii) los medios fermentados por estas bacterias lácticas 
bacteriocinogénicas o por cepas recombinantes bacteriocinogénicas de Saccharomyces cerevisiae y/o 
(iii) estas levaduras con la capacidad de producir bacteriocinas biológicamente activas en la cerveza, 
contribuiría a impedir la alteración microbiana de este producto por el desarrollo de bacterias lácticas y, 
probablemente, evitar el empleo de dióxido de azufre y sulfitos o reducir las dosis a las que se utilizan 
habitualmente en la industria cervecera. Conviene destacar que la estrategia de bioconservación de la 
cerveza propuesta en este trabajo no sólo contribuiría a garantizar su calidad higiénico-sanitaria, sino 
que también satisfaría las demandas de los consumidores que, cada vez más, requieren alimentos más 
estables y seguros pero, a su vez, más naturales, menos procesados y con menos aditivos químicos. A 
este respecto, los objetivos generales de este trabajo de investigación son la evaluación de las bacterias 
lácticas bacteriocinogénicas de origen alimentario citadas anteriormente como bioconservantes de la 
cerveza, así como la expresión y secreción heteróloga de la(s) bacteriocina(s) seleccionada(s) en Sc. 
cerevisiae y Pichia pastoris. Para lograr estos objetivos resulta necesario proceder al desarrollo y 
consecución de los siguientes objetivos parciales: 
1. Evaluación de la actividad antimicrobiana de las bacterias lácticas bacteriocinogénicas de origen 
alimentario y sus bacteriocinas frente a bacterias lácticas alterantes de la cerveza. 
2. Identificación de la(s) bacteriocina(s) de la bacteria láctica seleccionada responsable(s) de su 
actividad antimicrobiana. 
3. Evaluación de los aspectos higiénico-sanitarios y de seguridad de la bacteria láctica seleccionada. 
4. Evaluación de la capacidad de la bacteria láctica seleccionada de desarrollarse y producir 
bacteriocina(s) biológicamente activa(s) en mosto de cerveza (con y sin lúpulo), cervezas con 
diferente graduación alcohólica (1−5% de etanol, vol/vol) y “cerveza” sin alcohol (0% de etanol, 
vol/vol). 
5. Determinación del efecto de la(s) bacteriocina(s) seleccionada(s) en la viabilidad de las principales 
bacterias lácticas alterantes de la cerveza (Lb. brevis, Lb. lindneri y P. damnosus) y evaluación de 
la tasa de aparición de poblaciones bacterianas resistentes en medios de cultivo, mosto de cerveza 
(con y sin lúpulo), cervezas con diferente graduación alcohólica (1−5% de etanol, vol/vol) y 
“cerveza” sin alcohol (0 de etanol, vol/vol). 
6. Evaluación de la estabilidad, en mosto cervecero y cerveza (5% de etanol, vol/vol), de la(s) 
bacteriocina(s) seleccionada(s) frente a los tratamientos térmicos llevados a cabo durante el 
proceso de elaboración de la cerveza y durante su almacenamiento a refrigeración (8ºC) y 
temperatura ambiente (25ºC). 
7. Caracterización molecular del mecanismo implicado en la secreción e inmunidad de la(s) 
bacteriocina(s) de la bacteria láctica seleccionada. 
Antonio Basanta Díaz 15
I. Exposición general del problema a investigar: objetivos 
8. Diseño, construcción y análisis funcional de un vector de expresión y secreción de proteínas para 
Sc. cerevisiae. 
9. Clonación, expresión y secreción heteróloga de la(s) bacteriocina(s) seleccionada(s) en Sc. 
cerevisiae. 
10. Detección y cuantificación biológica e inmunoquímica de la producción de la(s) bacteriocina(s) por 
las cepas recombinantes de Sc. cerevisiae. 
11. Purificación a homogeneidad de la(s) bacteriocina(s) producida(s) heterólogamente, determinación 
de su masa molecular y análisis electroforético. 
12. Clonación, expresión y secreción heteróloga de la(s) bacteriocina(s) seleccionada(s) en Pc. 
pastoris. 
13. Detección y cuantificación biológica e inmunoquímica de la producción de la(s) bacteriocina(s) por 
las cepas recombinantes de Pc. pastoris. 
14. Purificación a homogeneidad de la(s) bacteriocina(s) producida(s) heterólogamente, determinación 
de su masa molecular y análisis electroforético. 
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The Royal Decree 53/1995 of 20 January, that approves the Technical-Sanitary Regulation for the 
production, circulation and trade of beer and liquid malt (BOE no. 34 of 9 February 1995), defines beer 
as the beverage made through the alcoholic fermentation of a malted barley wort, either alone or in 
combination with other amilaceous compounds susceptible to enzymatic digestion yielding sugar, by 
selected yeasts (Saccharomyces spp.), in which hop and/or hop extracts are added and that is further 
subjected to a boiling process.  
Beer is a highly microbiologically-stable beverage, since it consitutes an unfavourable medium for 
the growth of most microorganisms. In principle, the low oxidation/reduction potential of beer, 
together with other intrinsic factors of microbial stress, such as the low pH (3.8−4.7), the presence of 
hop bitter compounds (ca., 17−55 ppm of iso-α-acids), the concentration of ethanol (1−10%, vol/vol), 
carbon dioxide (ca., 0.5%, wt/vol), organic acids, acetaldehyde and other antimicrobial metabolites, 
and the presence of extremely low amounts of nutritive substances such as carbohydrates and 
aminoacids, impede the growth of food-borne pathogens and most spoilage causing microorganisms. 
Moreover, the brewing industry uses extrinsic factors to prevent microbial growth, including wort 
boiling, refrigeration, filtration, pasteurization, aseptic packaging, compliance of good hygienic 
practices, and the use of chemical preservatives such as benzoic acid and its salts (benzoates) and 
sulphur dioxide and its salts (sulphites). However, in spite of these factors of microbial stress, a number 
of microbiological alterations may arise during the brewing process and in the final product, including 
visible beer-spoilage (haze, turbidity, granular sediments and discoloration), excess of acidity and gas, 
and generation of off-odours such as those conferred by diacetyl, acetic and lactic acids, 2,3 butanediol 
and fenolic compounds, due to the growth and metabolic activity of microorganisms distinct to those 
taking part into the fermentation process, including yeasts and several Gram-positive (lactic acid 
bacteria [LAB]) and Gram-negative bacteria (acetic acid bacteria and enterobacteria). In this respect, 
the beer-spoilage owing to the growth of LAB, mainly within the species Lactobacillus brevis, 
Lactobacillus lindneri and Pediococcus damnosus, is considered at present as a very important problem 
for the modern brewing industry, due to their associated millionaire economic losses, that may even 
wreck some industries, mainly the smallest ones, as well as negatively affect the hygienic and sanitary 
quality of the final products. Nowadays, it is widely known that the pitching yeasts used during the 
brewing process as starter culture for wort fermentation constitutes the main source of beer-spoilage 
LAB. In general terms, the concerns about these spoilage microorganisms in the brewing industry are 
mainly due to: (i) their ability to grow during the fermentation and lagering, as well as, in the case of 
Pediococcus spp., in beer; (ii) the seriousness of the caused spoilage, emphasizing the “sarcina-
sickness” caused by Pediococcus spp., characterized by an excess of acidity, turbidity, granular 
sediments, haze and off-odours due to the production of diacetyl and 2,3 butanediol; (iii) their capacity 
to colonize the brewhouse equipment, and (iv) the difficulties encountered in their elimination from the 
pitching yeast and the brewhouse environment because of their great resistance to the cleaning and 
disinfecting products. On the other hand, although sulphur dioxide and sulphites are generally used as 
chemical preservatives and antioxidants in the brewing industry, in particular, and the food industry, in 
general, it is widely known for many years that these compounds may cause in some consumers side 
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effects such as anafilactic shock, asthmatic reactions, hives, sick, abdominal pain, and diarrhoea. Thus, 
the investigation and development of new metodologies that allow to minimize the risk of beer-
spoilage microbial and, at the same time, to avoid the use of sulphur dioxide and sulphites or to reduce 
the doses usually added in the brewing industry constitutes a very interesting research area. In this 
context, considering that the safety and wholesomeness of LAB of food origin has been accepted for 
many decades (Generally Recognized As Safe microorganisms, GRAS status, or its European 
synonimus concept of “Qualified Presumption of Safety”, QPS), the use of these microorganisms 
and/or their metabolites as biopreservatives, as a part of a hurdle preservation technology, has been 
proposed to warrant the safety and hygienic quality of foods. From all over the antimicrobial 
compounds produced by LAB, bacteriocins (ribosomally synthesized antimicrobial peptides) are 
considered as the most technologically interesting as food biopreservatives to inhibit the growth of 
spoilage and food-borne pathogenic microorganisms because of a number of common characteristicas 
such as their heat-stability, their biological activity at acid and neutral pH values, their inactivation by 
gastric and pancreatic proteolytic enzymes, their lack of toxicity and their low imunogenicity. In this 
respect, there are three main general strategies to use bacteriocins as food biopreservatives: (i) adding a 
purified/semi-purified bacteriocin preparation as a food additive, (ii) incorporating a substrate 
previously fermented by a bacteriocin-producing strain as a food ingredient, and/or (iii) inoculating the 
food with a bacteriocinogenic strain with the ability to produce the bacteriocin(s) in situ (protective 
and/or starter culture). It is noteworthy that, to date, the studies evaluating the effectiveness of the use 
of LAB and/or their bacteriocins as beer biopreservatives are very scarce, and mostly related to nisin A 
(NisA), produced by several strains of Lactococcus lactis, which is the only bacteriocin internationally 
approved as antimicrobial additive in certain types of foods. In this context, in the European Union the 
use of NisA as preservative (E-234) is legally allowed for certain types of cheeses, dairy products and 
desserts. Likewise, NisA is permitted as beer preservative in Australia and New Zealand. 
Considering the above mentioned information, the objective of this research work consist on the 
development and evaluation of a beer-biopreservative strategy based on the use of bacteriocins 
produced by LAB of food origin as a part of a quality protection system including other barriers to the 
development of beer-spoilage LAB. In this respect, a collection of bacteriocinogenic LAB has been 
previously isolated from several food substrates (meat products, milk, dairy products, fish, shellfish, 
fish products and small game animals), including the following broad antimicrobial spectrum strains of 
meat origin: Lc. lactis subsp. lactis BB24 (NisA producer), Pediococcus acidilactici 347 (pediocin PA-
1 producer), Enterococcus faecium L50 (enterocin L50 [L50A and L50B], enterocin P [EntP] and 
enterocin Q producer), E. faecium P13 (EntP producer), E. faecium T136 (enterocins A and B 
producer) and Lactobacillus sakei 148 (lactocin S producer). In this context, we hypothesized that the 
use of: (i) these bacteriocins and/or their mixtures, semi-purified or purified to homogeneity; (ii) the 
media fermented by these bacteriocinogenic LAB or by recombinant bacteriocinogenic Saccharomyces 
cerevisiae strains, and/or (iii) these yeasts with the ability to produce biologically active bacteriocins in 
beer, would contribute to impede the microbial spoilage of this product by the development of LAB 
and, probably, to avoid the use of sulphur dioxide and sulphites or to reduce the doses usually added in 
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the brewing industry. It is noteworthy that the beer biopreservation strategy proposed in this work 
would contribute not only to warrant their hygienic and sanitary quality but also to satisfy the actual 
consumer demands for more stable and safer foods but also more natural, minimally processed and 
with less chemical additives. Consequently, the general objectives of this research work are the 
evaluation of the above mentioned bacteriocinogenic LAB of food origin as beer biopreservatives, as 
well as the heterologous expression and secretion of the selected bacteriocin in Sc. cerevisiae and 
Pichia pastoris. In order to achieve these goals, the following partial objectives will be addressed: 
1. Evaluation of the antimicrobial activity of the bacteriocinogenic LAB of food origin and their 
bacteriocins against representative beer-spoilage LAB. 
2. Identification of the bacteriocin(s) responsible for the antimicrobial activity of the selected LAB. 
3. Evaluation of the hygienic and sanitary aspects and safety of the selected LAB. 
4. Evaluation of the ability of the selected LAB to grow and produce biologically active 
bacteriocin(s) in wort (hopped and unhopped), and alcoholic (1 and 5% ethanol, vol/vol) and non-
alcoholic (0%, vol/vol) lager beers. 
5. Determination of the effect of the selected bacteriocin(s) on the viability of the most relevant beer-
spoilage LAB (Lb. brevis, Lb. lindneri and P. damnosus), and evaluation of the generation and 
development of bacterial resistances in growth medium, wort (hopped and unhopped), and 
alcoholic (1 and 5% ethanol, vol/vol) and non-alcoholic (0%, vol/vol) lager beers. 
6. Evaluation of the stability of the selected bacteriocin(s) in wort and alcoholic lager beer (5% 
ethanol, vol/vol) against the heat treatments commonly employed during the brewing process and 
long-term storage at refrigeration (8ºC) and room temperature (25ºC). 
7. Molecular characterization of the mechanism involved in secretion and immunity of the bacteriocin 
produced by the selected LAB. 
8. Design, construction and functional analysis of a protein expression and secretion vector for Sc. 
cerevisiae. 
9. Cloning and heterologous expression and secretion of the selected bacteriocin in Sc. cerevisiae. 
10. Biological and immunochemical detection and quantification of bacteriocin production by Sc. 
cerevisiae recombinant strains. 
11. Purification to homogeneity, molecular mass determination and electrophoretic analyses of the 
heterologously produced bacteriocin. 
12. Cloning and heterologous expression and secretion of the selected bacteriocin in Pc. pastoris. 
13. Biological and immunochemical detection and quantification of bacteriocin production by Pc. 
pastoris recombinant strains. 
14. Purification to homogeneity, molecular mass determination and electrophoretic analyses of the 
heterologously produced bacteriocin. 
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II. Introducción 
II.1. LA CERVEZA 
II.1.1. DEFINICIÓN, ETIMOLOGÍA E HISTORIA 
El Real Decreto 53/1995 de 20 de enero, por el que se aprueba la Reglamentación Técnico-
Sanitaria para la elaboración, circulación y comercio de la cerveza y la malta líquida (BOE nº 34 de 9 
de febrero de 1995), define a la cerveza como la bebida resultante de la fermentación alcohólica, 
mediante levadura seleccionada (Saccharomyces spp.), de un mosto procedente de malta de cebada, 
solo o mezclado con otros productos amiláceos transformables en azúcar por digestión enzimática, 
adicionado con lúpulo y/o sus derivados y sometido a un proceso de cocción. En este Real Decreto 
también se definen: 
1. Cervezas de cereales: bebida obtenida reemplazando una parte de la malta de cebada por malta de 
otros cereales. Llevará la denominación: “Cerveza de …” seguida del cereal o cereales de 
procedencia en orden decreciente de su contenido en peso. 
2. Cervezas extras: se consideran cervezas extras aquellas cuyo extracto seco primitivo no sea inferior 
al 15 por 100 en masa. 
3. Cervezas especiales: se consideran cervezas especiales aquellas cuyo extracto seco primitivo no 
sea inferior al 13 por 100 en masa. 
4. Cerveza de bajo contenido en alcohol: cervezas cuya graduación alcohólica esté comprendida entre 
el 1 y el 3 por 100 en volumen, incluido en dicho porcentaje la tolerancia admitida para la 
indicación del grado alcohólico volumétrico. 
5. Cerveza sin alcohol: cervezas cuya graduación alcohólica sea menor al 1 por 100 en volumen, 
incluido en dicho porcentaje la tolerancia admitida para la indicación del grado alcohólico 
volumétrico. 
6. Maltas líquidas: bebidas obtenidas del mosto de malta, con o sin lúpulo y conservadas por medios 
físicos. No contendrán alcohol. 
7. Maltas espumosas o maltas de cereales espumosas: bebidas obtenidas por adición de anhídrido 
carbónico a la malta líquida. 
La raíz etimológica de la palabra cerveza proviene probablemente de los términos del latín clásico 
“cervisia” o “cerevisia” con los que se denominaba a la cerveza. Desde Plinio, que vivió entre los años 
23 y 79 d.C., los estudiosos de filología han considerado que “cervisia” procede de Ceres, que en la 
mitología latina era la diosa de la agricultura. La denominación de la cerveza en otras lenguas es “bier” 
(alemán), “beer” (inglés), “biru” (japonés), “birra” (italiano) y “biére” (francés), y todas estas palabras 
provienen del término en latín “bibere” con el que se denominaba la acción de beber (Oliver y Estrany, 
2005). 
Los primeros indicios escritos de la cerveza aparecen alrededor del 4.000 a.C. en tablas de arcilla 
encontradas en la región de Sumer (Mesopotamia) y estaban escritas en lenguaje sumerio. Estas tablas 
hacían mención a una bebida llamada “sikaru” que se obtenía por fermentación de granos, y revelan 
una fórmula de elaboración casera de la cerveza: se cuece el pan, se deshace en migas, se prepara la 
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mezcla de agua y se conseguirá una bebida que transforma a la gente en alegre, extrovertida y feliz. 
Existen pruebas de que los sumerios ya conocían varios tipos de cerveza, así pues, hay escritos en los 
que se mencionan la cerveza blanca, negra, roja, suave, dulce y una variedad denominada superior. 
Posteriormente, los egipcios perfeccionaron y sofisticaron las técnicas sumerias, fabricando diferentes 
tipos de cervezas denominadas “zythum”, “karma” y “korma”. Además, descubrieron la malta y 
añadían azafrán, miel, jengibre y comino con objeto de proporcionarle aroma y color a la cerveza. 
Estas cervezas presentaban una elevada estabilidad al tener un alto grado alcohólico (>12%, vol/vol), 
lo que permitía su venta ambulante, y que la cerveza y el pan fueran los ingredientes de mayor 
importancia en la dieta de los antiguos egipcios. En aquella época, la cerveza se usaba como moneda 
de cambio y la bebía desde el faraón hasta sus súbditos. La cervecería no floreció en Egipto hasta final 
del siglo octavo d.C. cuando los árabes musulmanes conquistaron la región (el Corán prohíbe la 
fabricación, venta y consumo de bebidas alcohólicas), no obstante, el arte de la elaboración de la 
cerveza se había difundido más allá de Oriente Medio. Así pues, los romanos y los griegos la 
consideraban una bebida de gente llana, sin embargo, los pueblos del norte de Europa celebraban con 
cerveza las fiestas familiares, las solemnidades religiosas y los triunfos sobre sus enemigos. También 
existen pruebas de que los chinos producían una clase de cerveza llamada “kiu” hace más de 4.000 
años, la cual se fabricaba a base de cebada, trigo, espelta, mijo y arroz (Hornsey, 1999; Sanchís et al., 
2000; Galán et al., 2004; Oliver y Estrany, 2005). 
Durante la Edad Media, la actividad cervecera quedó confinada en los monasterios. Estas 
cervecerías monacales abastecían a la comunidad local, enriqueciendo sus fondos y prestando gran 
atención a la mejora de la calidad del producto final, y algunos de estos centros monásticos perduran 
aún en Bélgica y Holanda. En el año 736 d.C., los frailes cerveceros de la región de Baviera emplearon 
por primera vez lúpulo como aromatizante de la cerveza. Entre los siglos IX y XII, el lúpulo fue 
cultivado extensamente y utilizado para elaborar cerveza en Baviera, Eslovenia y Bohemia, y desde 
dichos centros se difundió gradualmente hacia el resto de Europa. Así pues, a principios del siglo XVI 
(1516), el duque de Baviera Guillermo IV promulgó la primera Ley de Pureza de la cerveza alemana, 
que prescribía el empleo exclusivo de malta de cebada, agua, lúpulo y levadura en su fabricación. No 
obstante, la auténtica época dorada de la cerveza comienza a finales del siglo XVIII con la 
incorporación de la máquina de vapor a la industria cervecera y el descubrimiento de la nueva fórmula 
de fermentación en frío, y culmina en el último tercio del siglo XIX con los trabajos de Louis Pasteur, 
en los que se demuestra que la levadura era el agente responsable de la fermentación alcohólica y que 
las enfermedades de la cerveza provenían del desarrollo de microorganismos. Además, ideó la 
pasteurización de gran utilidad para evitar las infecciones microbianas de la cerveza. En 1.883, Hansen 
seleccionó por primera vez cultivos puros de levaduras, lo que permite la utilización de cepas 
específicas con unas características determinadas para conseguir la cerveza deseada. Finalmente, la 
cerveza ha conseguido tener la suficiente popularidad en el mundo como para ser actualmente una de 
las bebidas más solicitadas. Por otra parte, las primeras noticias que se tienen sobre el consumo de 
cerveza en España provienen de la Edad de Bronce (1.200 a.C.), en la zona de Lérida. Su consumo 
continuó durante el imperio romano y visigodo y disminuyó a raíz de la conquista de España por los 
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musulmanes. Sin embargo, la cerveza volvió a tomar auge con el reinado de Carlos I, de origen 
flamenco, ya que mandó construir una fábrica de cerveza cuando se retiró al Monasterio de Yuste 
(Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000; Galán et al., 2004; Oliver y Estrany, 2005). 
II.1.2. CONSUMO Y PRODUCCIÓN DE CERVEZA EN ESPAÑA 
Según Cerveceros de España, el consumo de cerveza per cápita en España en el año 2003 alcanzó 
los 78 l per cápita al año, lo que supone un incremento del 6,5% con respecto al año anterior, y según el 
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación, que no tiene en cuenta el consumo realizado por los 
turistas, los españoles consumieron 2.355,39 millones de l de cerveza en 2003. El consumo per cápita 
de esta bebida, según esta fuente, fue de 57,5 l al año, lo que supone un incremento del 6,4% respecto 
al año anterior. A pesar de esto, España sigue siendo el décimo país en consumo de cerveza per cápita 
de la Unión Europea (UE), manteniéndose por debajo de la media (80 l) (Fig. 2.1). Además, la cerveza 
“sin alcohol” continúa aumentando su popularidad y su consumo se ha incrementado a un 8%, siendo 
su cuota de consumo en España la más alta de la UE (Anónimo, 2003; Estrany et al., 2007). 
En 2003, la producción de cerveza en España aumentó hasta los 30,7 millones de hl, debido a un 
aumento del consumo per cápita (6,5%) y un aumento de las exportaciones de cerveza fabricada en 
nuestro país (845.500 hl, 16% más que el año anterior). Así pues, España es el tercer productor de 
cerveza de la UE, sólo superado por Alemania y el Reino Unido, y el noveno del mundo. En 2003, se 
vendieron un total de 29,7 millones de hl de cerveza española (2,9 millones de hl más que en 2002) y la 
facturación del sector cervecero español fue de 2.400 millones de euros (Anónimo, 2003; Estrany et 
al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1. Consumo per cápita de cerveza (litros) en la UE. Fuente: Anónimo (2003). 
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II.1.3. MATERIAS PRIMAS Y ADITIVOS DE LA CERVEZA 
II.1.3.1. CEBADA 
La cebada es uno de los cereales más importantes del mundo, después del trigo, el maíz y el arroz, 
ya que se utiliza tanto para la alimentación humana como animal. En España, durante el año 2005, la 
cebada fue el cereal más cultivado y su producción fue de 4,5 millones de toneladas (Anónimo, 2006a). 
Todas sus especies pertenecen a la familia de las gramíneas (Gramineae), plantas herbáceas con flores 
y, concretamente, al género Hordeum, del que existen dos importantes especies cultivadas: (i) 
Hordeum distichum, que se emplea para la obtención de cerveza y (ii) Hordeum hexastichumm, que se 
utiliza básicamente como forraje para la alimentación animal; y ambas especies pueden agruparse bajo 
el nombre único de Hordeum vulgare subesp. vulgare (Bamforth, 2003; Anónimo, 2006c). Las cebadas 
cultivadas se distinguen por el número de espiguillas que tienen las espigas (inflorescencias de la 
cebada). Así pues, si todas las espiguillas se presentan fértiles se originará una espiga de seis carreras 
(Ho. hexastichum), mientras que si sólo son fértiles las espiguillas centrales se originará una espiga de 
dos carreras (Ho. distichum). En la cebada de dos carreras los granos formados a ambos lados del eje 
de la espiga tienen el mismo tamaño, mientras que en la de seis carreras son los granos centrales los 
que alcanzan un tamaño mayor, encontrándose los granos laterales más delgados y deformados 
(Sanchís et al., 2000). 
Aunque en cervecería pueden emplearse diversos granos de cereal, los granos de cebada son los 
que presentan menos problemas técnicos durante el malteado. Así pues, el maíz no se considera 
adecuado debido a su alto contenido en grasas, lo que puede provocar su enranciamiento, mientras que 
el trigo presenta problemas de contaminación por microorganismos durante su germinación. Sin 
embargo, la cebada se considera un sustrato ideal debido a una serie de características, entre las que 
destacan: (i) su grano vestido, que protege al germen durante el malteado y los procesos de removido 
de la germinación; además, en la filtración del mosto, estas envolturas aligeran la capa filtrante y 
facilitan la separación del mosto; (ii) una gran riqueza en almidón, principal fuente de azúcares para 
que se produzca la fermentación, y una adecuada proporción de proteínas y sustancias nitrogenadas, 
responsables de suministrar aminoácidos para el crecimiento de la levadura y la formación de espuma y 
(iii) que, a lo largo de la historia, se ha tomado como estándar el aroma y sabor generados cuando se 
emplea en la fabricación de cerveza (Hough, 1990; Sanchís et al., 2000). 
Por otra parte, el grano de cebada empleado en la producción de cerveza debe poseer las siguientes 
características: (i) especialmente rico en almidón, (ii) uniforme y que germine fácilmente, para ello, se 
necesita que el tamaño medio de los granos sea el mismo ya que los más pequeños germinarían antes, 
(iii) elevado grado de viabilidad y la no existencia de una germinación previa al malteo de los granos, 
(iv) una dotación enzimática satisfactoria y/o (v) que produzca una cerveza homogénea y con 
constantes características organolépticas (Sanchís et al., 2000). 
Tradicionalmente en Estados Unidos se ha empleado la cebada de seis carreras para la producción 
de cerveza, mientras que en Europa ha sido predominante la utilización de la especie de dos carreras. 
Actualmente, la tendencia generalizada es el empleo de la cebada de dos carreras puesto que presenta 
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las ventajas de que sus granos son más uniformes en tamaño, menos ricos en proteínas y más ricos en 
almidón y presentan menos cascarilla. De todas formas, en algunos casos siguen utilizándose cebadas 
de seis carreras ya que además de presentar alguna de las características mencionadas anteriormente, 
poseen un contenido enzimático mayor y suplementadas con almidón procedente de otros orígenes 
pueden dar resultados beneficiosos (Molina, 1987; Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000). 
II.1.3.2. ADJUNTOS 
Cualquier producto distinto de la malta que se emplee en el proceso cervecero como fuente de 
azúcares se denomina adjunto. Estos adjuntos se añaden a la malta con tres objetivos principales: (i) 
abaratar los costes de producción, (ii) incrementar la estabilidad coloidal, al aportar menos compuestos 
nitrogenados y sustancias polifenólicas y/o (iii) producir cervezas más ligeras y menos coloreadas. La 
proporción de adjuntos empleada varía en cada país de acuerdo a su legislación, la disponibilidad, la 
presión económica y la calidad de la cerveza deseada, pero como regla general se puede considerar que 
varía desde un 10−30% en Europa hasta un 50−75% en ciertos países africanos y americanos. En 
España, según la legislación, se puede utilizar un 30% de adjuntos en la industria cervecera que se 
agrupan en dos clases: adjuntos sólidos y adjuntos líquidos (Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000; 
Bamforth, 2003). 
II.1.3.2.1. Adjuntos sólidos 
Los adjuntos sólidos son materias primas sólidas, cereales malteados o no malteados diferentes de 
la cebada. El maíz y el arroz son los adjuntos sólidos más utilizados en la industria cervecera (Sanchís 
et al., 2000). 
II.1.3.2.1.1. Maíz 
El maíz (Zea mays) se emplea en las cervecerías en forma de sémola, copos o almidón purificado 
en una proporción que varía entre 10 y el 30%. Aunque su contenido de almidón es alto (aprox., 72%), 
los granos de maíz también contienen una fracción de lípidos relativamente alta (4−5%) asociada al 
germen y, por ello, es preciso eliminarlo para evitar su enranciamiento antes de emplear el maíz en 
cervecería. Asimismo, ya que posee una elevada temperatura de gelatinización, es esencial una 
precocción del grano para su solubilización (Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000). 
II.1.3.2.1.2. Arroz 
El arroz (Oriza sativa) puede utilizarse en forma de copos de arroz o almidón obtenido 
directamente del mismo, y se emplea en algunas cervecerías debido a su menor contenido en grasas 
comparado con el maíz, además de por su aroma y el sabor neutro, dando lugar a cervezas más ligeras 
y con un sabor limpio. La temperatura de gelatinización del almidón de arroz es elevada y, por ello, los 
granos tienen que cocerse antes de la maceración para que se produzca la licuación de su almidón 
(Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000). 
 
 
Antonio Basanta Díaz 27
II. Introducción 
II.1.3.2.1.3. Sorgo 
El sorgo (Sorghum vulgare) se emplea como adjunto en África y Latinoamérica para la fabricación 
de cervezas artesanales (por ej.: “Kaffir”), ya que tiene la ventaja de ser un cereal que puede sobrevivir 
bajo condiciones extremas de estrés hídrico. Su composición química es similar a la del maíz, no 
obstante, su temperatura de gelatinización es algo superior (Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000). 
II.1.3.2.1.4. Trigo 
Tradicionalmente, el trigo (Triticum aestivum) se ha utilizado para la elaboración de cervezas tipo 
“lambic” y “blanche” (sección II.1.5) en las que puede constituir hasta un 75% del cereal empleado. 
Por otra parte, la sobreproducción de trigo en los países industrializados ha planteado también la 
posibilidad de utilizar este cereal en la fabricación de otros tipos de cerveza y, por ello, puede utilizarse 
en cervecería en forma de harina de trigo (libre de gluten), copos de trigo, almidón purificado y trigo 
torrefactado (el grano es sometido a 260ºC para la pregelatinización del almidón y desnaturalizar la 
mayor parte de las proteínas). Su composición química es muy similar a la del maíz y su temperatura 
de gelatinización es semejante a la de la malta cervecera, por lo que puede añadirse directamente a la 
caldera de cocción, aunque en la mayoría de los casos se haga por separado (Hornsey, 1999; Sanchís et 
al., 2000). 
II.1.3.2.1.5. Cebada 
La cebada puede utilizarse sin maltear como adjunto en forma de copos, almidón purificado y 
grano torrefacto. En general, no se han observado diferencias organolépticas significativas entre 
cervezas fabricadas sólo con malta o suplementadas con cebada (Sanchís et al., 2000). 
II.1.3.2.1.6. Otros 
También pueden emplearse como adjuntos sólidos centeno, avena, patata, mandioca, tapioca, 
“cassava” y azúcares de caña y remolacha, no obstante, debido a su elevado precio o a problemas 
organolépticos y/o tecnológicos, los resultados, en la mayoría de los casos, no han sido satisfactorios 
(Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000). 
II.1.3.2.2. Adjuntos líquidos 
En la fabricación de cerveza también pueden utilizarse jarabes líquidos (solución de carbohidratos 
fermentables). Así pues, los jarabes de glucosa, caña de azúcar, azúcares invertidos, etc., se suelen 
añadir a la caldera de cocción del mosto o en los procesos postfermentativos. En algunas ocasiones, se 
emplean como adjuntos líquidos el caramelo (mezcla de azúcar quemado y melanoidinas), que aportan 
color a la cerveza (Sanchís et al., 2000). 
II.1.3.3. LÚPULO 
Desde el inicio de la fabricación de la cerveza se han buscado hierbas, frutas o especias que, 
añadidas al producto final o durante su elaboración, dieran lugar a cervezas con olores y/o sabores 
agradables. Entre todas éstas, se impuso el lúpulo, ya que confiere un aroma y amargor deseable a la 
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cerveza y, además, contribuye a la estabilidad de la espuma, a la claridad de la cerveza y a su 
estabilidad microbiológica (Sakamoto y Konings, 2003). El lúpulo (Humulus lupulus) es una planta 
trepadora perenne perteneciente a la familia de las Cannabinaceas que se cultiva sólo en climas 
templados. La planta que se cultiva por su interés en cervecería es la femenina, de la que se aprovechan 
sus flores (conos), cuyo valor comercial reside en unas pequeñas glándulas doradas de lupulina ricas en 
resinas amargas (humulonas o α-ácidos) y aceites esenciales. Una vez obtenidos los conos, debe 
procederse a su secado para reducir la cantidad de humedad desde el 80% a un 8−10% y, a 
continuación, los conos desecados deben almacenarse a bajas temperaturas y categorizarse con base en 
su aspecto, aroma y contenido en α-ácidos (Hough, 1990; Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000; 
Bamforth, 2003; Estrany et al., 2007). 
La composición de los lúpulos comerciales es la siguiente (Sanchís et al., 2000; Bamforth, 2003): 
1. Humulonas (α-ácidos) (2−15%). Son los componentes responsables de proporcionar el sabor 
amargo típico de la cerveza. Durante la ebullición del mosto, las humulonas son isomerizadas para 
formar isohumulonas y los compuestos generados (iso-α-ácidos) son mucho más amargos pero con 
un amargor más fino y son más solubles que los α-ácidos originales. Asimismo, los iso-α-ácidos 
ejercen un efecto bactericida o bacteriostático frente a la mayoría de los microorganismos 
alterantes de la cerveza (sección II.1.6). 
2. Lupulonas (β-ácidos) (2−9,5%). Son compuestos cristalinos e incoloros, muy relacionados 
estructuralmente con las humulonas pero con escaso valor en la producción de la cerveza. Estos 
ácidos pueden ser oxidados durante la ebullición dando lugar a compuestos más amargos. 
3. Resinas (5−24%). Son compuestos que ejercen un efecto bacteriostático frente a las bacterias 
Gram-positivas, principales contaminantes de la cerveza (sección II.1.7.1). No obstante, grandes 
cantidades de este compuesto dan lugar a un excesivo sabor amargo de la cerveza. 
4. Aceites esenciales (0,03−2%). Son compuestos que contribuyen al sabor y olor final de la cerveza, 
no obstante, la mayor parte de los aceites se pierden durante la cocción por destilación. 
5. Proteínas (12−18%). Su importancia en la elaboración de cerveza es despreciable. 
6. Polifenoles, lípidos y ceras (0,5−5%). Los polifenoles participan en el sabor y color de la cerveza 
ya que mediante su combinación con los taninos y materias nitrogenadas complejas precipitan y 
dan lugar a un sabor astringente. Además, estos compuestos también posee un efecto antioxidante. 
Sin embargo, los lípidos y ceras no poseen un papel importante en la elaboración de la cerveza. 
7. Cenizas (5−9%). La composición mineral de lúpulo depende de la composición del suelo en el que 
éste crece, el fertilizante empleado, las condiciones de cultivo, etc. La presencia de un exceso de 
nitratos favorece la formación de compuestos nitrosos no volátiles indeseables durante la 
fabricación de la cerveza. 
8. Carbohidratos solubles (10−20%). 
9. Humedad (8−12%). 
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El lúpulo puede adicionarse a la cerveza en forma de: (i) conos de lúpulo desecados y prensados 
y/o (ii) derivados del lúpulo como pastillas y extractos. Las pastillas son fáciles de conseguir y 
presentan la ventaja de que el lúpulo puede utilizarse en la mezcla deseada, además, son fáciles de 
pesar y dispersar y se conservan mejor. Por otra parte, para la extracción del lúpulo se utilizan una gran 
variedad de disolventes (por ej.: nafta y dióxido de carbono supercrítico) que producen excelentes 
extractos, y se caracterizan por ser el mejor sistema para extraer iso-α-ácidos puros con el objeto de 
adicionarlos en la etapa de postfermentación, suprimiendo así las pérdidas de sustancias amargas que 
se producen durante la ebullición del mosto y la fermentación (Sanchís et al., 2000). 
II.1.3.4. LEVADURA CERVECERA 
Las levaduras son hongos, generalmente unicelulares, que se reproducen vegetativamente por 
gemación. Saccharomyces spp. es uno de los aproximadamente 40 géneros de levaduras 
ascosporógenas que se conocen, en el que se incluyen siete especies, entre las que se encuentran las 
levaduras más habitualmente utilizadas en la industria alimentaria: (i) Saccharomyces cerevisiae, 
empleada en las fermentaciones del vino, pan, cerveza tipo “ale” (sección II.1.5) y sake; (ii) 
Saccharomyces bayanus, utilizada en las fermentaciones del vino y la sidra y (iii) Saccharomyces 
pastorianus (también denominada Saccharomyces carlsbergensis), empleada en la fermentación de la 
cerveza tipo “lager” (sección II.1.5) (Sanchís et al., 2000; Naumova et al., 2005; Rainieri et al., 2006). 
Las células vegetativas de estas levaduras son redondas, ovales o cilíndricas y su tamaño varía entre 
especies, cepas e incluso entre cultivos de una cepa pura. La célula está rodeada por una pared rígida y 
sobre su pared interna descansa la membrana celular. Conectándose con esta membrana se extiende en 
el citoplasma el retículo endoplasmático, que es un sistema membranoso que está conectado con la 
membrana nuclear que forma el límite del núcleo. Asimismo, en el citoplasma de las levaduras se 
encuentran otros orgánulos como las mitocondrias y vacuolas. Por otra parte, todas las especies de este 
género se reproducen por gemación multipolar (la gemación puede producirse en cualquier lugar de la 
superficie celular) y durante el proceso se produce la división del núcleo y la producción de orgánulos 
que se distribuirán entre la célula madre y la yema. Cuando sobresale una yema sobre la pared celular 
de la madre deja una cicatriz y, en teoría, la superficie de la pared celular de una célula madura es 
suficiente para un centenar de yemas, pero en la práctica no se han observado más de 50 cicatrices 
(Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000; Bamforth, 2003). Finalmente, la característica fisiológica más 
importante y por la que se reconoce a las especies del género Saccharomyces es su capacidad de 
fermentar enérgicamente, en condiciones de anaerobiosis o semianaerobiosis, uno o más azúcares 
produciendo etanol. Los azúcares fermentables son D-glucosa, D-fructosa y D-manosa, y la gran 
mayoría de las especies de este género pueden utilizar D-galactosa, tanto en aerobiosis como en 
anaerobiosis (Sanchís et al., 2000). 
Las diferencias existentes en la estructura química de la pared celular de las levaduras son las 
responsables de que algunas asciendan a la parte superior del mosto al final del proceso de 
fermentación, y a estas levaduras se les denomina “altas o ale”, ya que son las responsables de la 
fermentación alta. La superficie celular de estas levaduras está cubierta por pequeñas protuberancias 
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microfibrilares que les confieren una aspereza que permite que las células asciendan a la superficie 
durante la fermentación. Sin embargo, existen otras levaduras que se depositan en la parte inferior del 
tanque al final de la fermentación, y se les denomina “bajas o lager”, y al proceso de fermentación se le 
denomina fermentación baja (sección II.1.5). A este respecto, las células de algunas levaduras forman 
yemas durante la reproducción asexual que, en gran número de casos, no se separan de la célula madre 
sino que forman cadenas constituidas por numerosas células que sedimentan rápidamente. Asimismo, 
otras cepas son floculantes, es decir, las células se atraen entre sí mediante puentes de calcio e 
hidrógeno y se forman flóculos o agrupaciones de un gran número de células que sedimentan en el 
fondo del tanque (Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000). 
Por otra parte, las necesidades nutritivas para el crecimiento de las levaduras de cervecería son las 
siguientes (Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000): 
1. Fuente de carbohidratos fermentables (por ej.: glucosa, maltosa y maltotriosa) para la obtención de 
energía y carbono para la biosíntesis de su citoesqueleto. 
2. Fuente de nitrógeno para la síntesis de proteínas. Los iones amonios son suficientes para el 
desarrollo normal de la levadura, no obstante, si se presentan junto con aminoácidos, el crecimiento 
de la levadura es más rápido. 
3. Factores de crecimiento (vitaminas) e iones inorgánicos. La biotina es la vitamina más común 
empleada por las levaduras para su crecimiento. Las necesidades de minerales son semejantes a las 
de otros microorganismos y desempeñan un papel estructural y/o enzimático. 
4. Oxígeno. La fermentación del mosto en la producción de cerveza es un proceso anaeróbico, no 
obstante, cuando se inocula o siembra la levadura en el mosto existe una necesidad precisa de 
oxígeno. La levadura, en ausencia de oxígeno, es incapaz de sintetizar esteroles y otros ácidos 
grasos insaturados que son esenciales como componentes de la membrana celular. A los 2−3 días 
del inicio de la fermentación el oxígeno está agotado y, a partir de este momento, el proceso es 
anaeróbico y la producción de etanol entra en fase exponencial. 
Las levaduras cerveceras no sólo son responsables de la conversión de azúcares fermentables en 
etanol y dióxido de carbono, sino que también producen compuestos responsables del sabor, tales como 
los alcoholes superiores y ésteres, y pueden realizar otra serie de actividades que permitan mejorar la 
producción de cerveza (Estrany et al., 2007). Así pues, las propiedades tradicionales que se valoran en 
una buena levadura cervecera son, entre otras, las siguientes (Sanchís et al., 2000): 
1. Velocidad corta de fermentación sin un excesivo crecimiento celular. 
2. Utilización eficiente de maltosa y maltotriosa con una buena conversión a etanol. 
3. Capacidad para resistir el estrés provocado por la concentración de etanol y la presión osmótica de 
la cerveza. 
4. Reproducibilidad de los compuestos responsables del aroma y sabor dentro de los niveles correctos 
que se dan en la cerveza. 
5. Floculación adecuada según el proceso de elaboración de cerveza empleado. 
6. Buena viabilidad de la levadura durante el almacenamiento y estabilidad genética. 
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A este respecto, las levaduras cerveceras presentan, de forma general, una gran estabilidad 
genética ya que carecen de ciclo sexual y una célula crecerá y producirá una población de células 
genéticamente idénticas o clones. Estos clones retienen sus características cerveceras y son capaces de 
producir una fermentación reproducible y, por ello, el cervecero podrá emplear este cultivo puro 
mediante conservación en un laboratorio y propagarlo hasta obtener una cantidad suficiente para 
inocular un tanque de mosto para fermentar. Las primeras fases de la propagación se realizan en el 
laboratorio y el resto en una pequeña planta piloto o sistema propagador de la industria cervecera bajo 
condiciones similares a las de la cervecería. En cada fase se aumenta aproximadamente 10 veces el 
número de células de levaduras y, para ello, se suele utilizar mosto cervecero que se ha tratado 
térmicamente (ebullición durante 30 min o pasteurización). Por otra parte, es importante determinar la 
cantidad de células viables presentes en un inóculo con el fin de controlar la cantidad de levaduras 
añadidas a un fermentador para conseguir que la fermentación sea reproducible. Existen diversas 
técnicas para determinar la viabilidad de la levadura, no obstante, la más utilizada consiste en el 
empleo de azul de metileno en una solución tamponada (pH 5). Al poner en contacto una suspensión 
celular con unas gotas de azul de metileno, las células muertas se vuelven azules mientras que las vivas 
permanecerán sin colorearse. La fiabilidad de este método es bastante buena, sobre todo si se trabaja 
con poblaciones con viabilidades superiores al 85% (Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000; Bamforth, 
2003). 
II.1.3.5. AGUA 
La cerveza es una bebida compuesta por un 85−95% de agua lo que indica claramente el papel 
decisivo que juega este compuesto en la calidad del producto final. Antiguamente, las fábricas de 
cerveza se construían en los lugares que podían ser capaces de suministrar agua de una calidad óptima 
y de forma continua. El tipo de agua que surtía a la factoría influía directamente en el tipo de cerveza 
fabricada, encontrándose así el caso de aguas blandas que en Eslovaquia producían las cervezas 
“pilsner”, frente a las aguas duras que caracterizaban cervezas más oscuras como las típicas de Londres 
o Dublín. Los progresos en los análisis químicos de las aguas han permitido conocer la composición 
iónica de las aguas naturales y desarrollar métodos para conservar sus características físico-químicas 
durante todo el año. Así pues, se idearon formas de ablandar aguas duras y de controlar tanto el pH 
como la concentración de determinados iones importantes en las características organolépticas finales 
de la cerveza (Hough, 1990; Sanchís et al., 2000; Bamforth, 2003). A este respecto, la importancia de 
la presencia de iones calcio, magnesio y bicarbonato en el agua radica en los siguientes aspectos 
(Sanchís et al., 2000): 
1. Cuando se cuece el mosto, el bicarbonato libera dióxido de carbono tomando iones de hidrógeno y 
aumentando el pH. Este hecho es contrarrestado ya que la malta proporciona ácido fosfórico, que 
se ioniza rápidamente y libera iones de hidrógeno. En presencia de iones de calcio se forma fosfato 
cálcico que es muy insoluble y precipita, induciendo la disociación de más moléculas de ácido 
fosfórico, se liberan más iones de hidrógeno y el pH del mosto va descendiendo. Esta disminución 
del pH es importante ya que un pH elevado durante la fabricación de la cerveza es desfavorable 
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debido a que: (i) la sacarificación es peor, (ii) el rendimiento es más débil, (iii) la coagulación de 
las materias nitrogenadas en la ebullición no es completa, (iv) el lúpulo es más amargo y (v) estas 
cervezas son más sensibles al desarrollo de bacterias lácticas. 
2. La α-amilasa (sección II.1.4.2.2) no actúa en ausencia de iones calcio. 
3. El bajo pH favorece la actividad de la β-amilasa y algunas peptidasas (sección II.1.4.2.2) y 
dificulta la extracción de compuestos que pueden colorear la cerveza, obteniéndose así cervezas 
menos astringentes y coloreadas. 
4. Las levaduras floculan mejor en presencia de iones calcio, favoreciendo la clarificación del mosto 
y de la cerveza. 
5. Una cantidad adecuada de calcio en el mosto elimina el exceso de oxalato durante el 
almacenamiento de la cerveza, evitando la turbidez originada por este compuesto. 
6.  El ión magnesio reduce el pH en menor medida que el ión calcio, no obstante, el magnesio es un 
cofactor necesario para el funcionamiento de enzimas de las levaduras. 
Además, en la composición química del agua existen otros iones que tienen importancia en el 
proceso de elaboración de la cerveza, entre los que destacan los que se citan a continuación (Sanchís et 
al., 2000): 
1. Sodio. Contribuye al sabor de la cerveza con un aporte salado y acre. 
2. Potasio. Posee un efecto salino y la proporción potasio/calcio afecta a la floculación de las 
levaduras. 
3. Sulfatos. Afectan positivamente a la degradación de las proteínas y el almidón e influyen sobre la 
sequedad de la cerveza. La adición de iones sulfato al agua incrementa el aroma del lúpulo. 
4. Hierro. Tiene un efecto negativo durante la producción del mosto y la cerveza debido a que afecta 
adversamente a la levadura, así como al color, sabor y estabilidad coloidal. 
5. Cobre. Concentraciones superiores a 10 ppm resultan tóxicas para la levadura y pueden producir 
enturbiamiento de la cerveza. 
6. Manganeso. Posee un efecto positivo en la solubilización de las proteínas pero inhibe el 
crecimiento de las levaduras e influye negativamente en la estabilidad coloidal. 
7. Amonio. Indica que el agua puede estar contaminada con materia orgánica. 
8. Cloruros. Dan lugar a cervezas más esponjosas y dulces aunque en exceso pueden apotar un sabor 
salado. Asimismo, puede provocar fermentaciones incompletas, clarificaciones defectuosas y 
afectar al sabor de la cerveza. 
9. Nitratos y nitritos. La levadura cervecera puede transformar los nitratos en nitritos dando lugar a un 
mal sabor de la cerveza. Asimismo, los nitritos pueden reaccionar con los taninos observándose un 
color rojizo en la cerveza. 
10. Zinc. Tiene un efecto beneficioso durante la fermentación para la síntesis de proteínas, crecimiento 
de levaduras, estimulación de la fermentación e inhibición de la formación de anhídrido sulfuroso; 
no obstante, su exceso provoca efectos adversos sobre la fermentación y estabilidad coloidal. 
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II.1.3.6. ADITIVOS 
El Código Alimentario Español, en el capítulo XXXI, define a los aditivos alimentarios como 
sustancias que se añaden intencionadamente a los alimentos y bebidas, sin propósito de cambiar su 
valor nutritivo y con la finalidad de modificar sus caracteres, técnicas de elaboración, conservación y/o 
para mejorar su adaptación al empleo a que se destinan. Dichas sustancias, posean o no valor nutritivo, 
no se consumen normalmente como alimentos ni se usan como ingredientes característicos de los 
mismos. 
En la cerveza, y en general en todas las bebidas, los aditivos empleados desempeñan 
esencialmente una de las siguientes funciones: (i) facilitar el trabajo durante el proceso, (ii) aumentar la 
vida útil del producto terminado y/o (iii) mejorar su presentación y controlar su actividad biológica y 
los procesos químicos (Multon, 2000). A este respecto, durante la elaboración de cerveza en España 
pueden utilizarse una serie de aditivos (Tabla II.1) y coadyuvantes tecnológicos que aparecen en las 
listas positivas de aditivos para su uso en la elaboración de productos alimenticios, así como sus 
condiciones de utilización (BOE nº 11 de 12 de enero de 1996; BOE nº 19 de 22 de enero de 1996; 
BOE nº 44 de 20 de febrero de 2002; BOE nº 291 de 3 de diciembre de 2004), y en la Norma General 
del Codex para Aditivos Alimentarios (GSFA, Codex STAN 192−1995) (Anónimo, 2006b): 
1. Aditivos: 
1.1. Colorantes. Sustancias que proporcionan, refuerzan o varían el color de los productos alimenticios. 
1.2. Antioxidantes. Sustancias que se añaden a los productos alimenticios para impedir o retardar las 
oxidaciones catalíticas y enrarecimientos naturales o provocados por la acción del aire, la luz, el 
calor, indicios metálicos, etc. 
1.3. Estabilizantes. Sustancias que impiden el cambio de forma o naturaleza química de los productos 
alimenticios a los que se incorporan, inhibiendo reacciones o manteniendo el equilibrio químico de 
los mismos. 
1.4. Conservantes. Sustancias que se añaden a los productos alimenticios para protegerlos de 
alteraciones biológicas, como fermentación, enmohecimiento y putrefacción. 
1.5. Edulcorantes. Sustancias que se emplean para dar sabor dulce a los productos alimenticios y/o que 
se utilizan como edulcorantes de mesa. 
2. Coadyuvantes tecnológicos. Sustancias o materias, excluidos aparatos y utensilios, que no se 
consumen como ingredientes alimenticios por sí mismos, y que se emplean intencionadamente en 
la elaboración de materias primas, alimentos o sus ingredientes para lograr alguna finalidad 
tecnológica durante el tratamiento o la elaboración, pudiendo dar lugar a la presencia no 
intencionada pero inevitable de residuos o derivados en el producto final. En cervecería se utilizan 
dos tipos de coadyuvantes: (i) filtrantes y clarificantes, como celulosa, carbón activo, tierra de 
infusorios, tanino, albúmina, gelatina alimenticia, bentonitas, alginatos, dióxido de silicio amorfo, 
caseína, queratina, poliamidas y polivinilpirrolidona insoluble y (ii) preparados enzimáticos: 
proteolíticos y amilolíticos. 
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Tabla II.1. Aditivos empleados durante la elaboración de la cerveza 
Referencia 
normativa 
Tipo de 
aditivo Denominación Nº UE 
Dosis máxima de 
empleo 
R.D. 2001/1995     
 Colorante Caramelo natural E-150a Quantum satis 
 Colorante Caramelo de sulfito cáustico E-150b Quantum satis 
 Colorante Caramelo amónico E-150c Quantum satis 
 Colorante Caramelo de sulfito amónico E-150d Quantum satis 
R.D. 2002/1995; 2197/2004     
 Edulcorante Acesulfamo potásico E-950 350 mg/la
 Edulcorante Aspartamo E-951 600 mg/la
 Edulcorante Neohesperidina DC. E-959 10 mg/la
 Edulcorante Sacarina y sus sales de sodio, 
potasio y calcio 
E-954 80 mg/la
 Edulcorante Sal de aspartamo y acesulfamo E-962 350 mg/la, d
 Edulcorante Sucralosa E-955 250 mg/la
R.D. 142/2002     
 Antioxidante Ácido ascórbico E-300 Quantum satis 
 Antioxidante Ácido cítrico E-330 Quantum satis 
 Antioxidante Ácido láctico E-270 Quantum satis 
 Antioxidante Ascorbato sódico E-301 Quantum satis 
 Antioxidante Dióxido de azufre y sulfitos E-220−224, E-226−228 50 mg/lb, d
 Conservante Ácido benzoico y sus sales de 
sodio, potasio y calcio  
E-210−E-213 200 mg/lc
 Conservante Dióxido de azufre y sulfitos E-220−224, E-226−228 20 mg/l
d ó 50 mg/lb, 
d
 Estabilizante Alginato de propano−1, 2− diol E-405 100 mg/l 
 Estabilizante Goma arábiga E-414 Quantum satis 
Codex STAN 192−1995     
 Antioxidante Sulfitos E-220−225, E-227,  
E-228, E-539 
50 mg/kgd ó 70 
mg/kgd, e
 Antioxidante EDTA cálcico disódico anhidro E-385 25 mg/kg 
 Colorante Azul brillante FCF E-133 200 mg/kg 
 Colorante Caramelo amónico E-150c Quantum satis 
 Colorante Caramelo de sulfito amónico E-150d Quantum satis 
 Colorante Carmines E-120 100 mg/kg 
 Colorante Carotenos, Beta – (vegetales) E-160a(ii) 600 mg/kg 
 Colorante Riboflavinas E-101(i), (ii) 100 mg/kg 
 Colorante Verde sólido FCF E-143 100 mg/kg 
 Conservante Ácido benzoico y sus sales  E-210−E-213 1000 mg/kg 
 Conservante Sulfitos E-220−225, E-227,  
E-228, E-539 
50 mg/kgd ó 70 
mg/kgd, e
 Edulcorante Acesulfamo potásico E-950 350 mg/kg 
 Edulcorante Ácido ciclámico E-952 250 mg/kg 
 Edulcorante Aspartamo E-951 600 mg/kg 
 Edulcorante Neotamo E-961 33 mg/kg 
 Edulcorante Sacarina y sus sales  E-954 80 mg/kg 
 Estabilizante Dimetilpolisiloxano E-900a 10 mg/kg 
 Estabilizante Ésteres diacetiltartáricos y de 
ácidos grasos de glicerol 
E-472e 10000 mg/kg 
 Estabilizante Polisorbatos E-432−436 120 mg/kg 
 Estabilizante Polivinilpirrolidona E-1201 10 mg/kgd
aEn cervezas sin alcohol. bEn cervezas sometidas a una segunda fermentación. cEn cervezas de barril sin alcohol. 
dEste valor se refiere a la dosis máxima residual permitida de acesulfamo, dióxido de azufre y sulfitos o de polivinilpirrolidona. 
eEn el caso de que se adicionen anhídrido sulfuroso (E-220), sulfito sódico (E-221), sulfito ácido de sodio (E-222), metabisulfito sódico 
(E-223), metabisulfito potásico (E-224), sulfito de potasio (E-225), sulfito ácido de calcio (E-227), bisulfito de potasio (E-228) y 
tiosulfato de sodio (E-539), la dosis máxima residual permitida de dióxido de azufre y sulfitos es de 350 mg/kg. 
II.1.4. ELABORACIÓN DE LA CERVEZA 
La fabricación de la cerveza consiste esencialmente en fermentar el jugo azucarado extraído de los 
cereales y aromatizado con lúpulo. De forma general, este proceso consta de cuatro grandes fases: (i) el 
malteado, (ii) la producción del mosto, (iii) la fermentación y (iv) los procesos finales (Fig. 2.2) (Linko 
et al., 1998). 
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Malta
Mosto dulce
Cebada
- Molienda
- Maceración: sacarificación, actuación de 
enzimas y extracción de compuestos 
solubles de la malta
- Adición de los adjuntos
- Filtración
Bagazo
- Ebullición
- Adición del lúpulo
- Clarificación
- Enfriamiento y aireación
Mosto lupulado - Adición de la levadura
- Fermentación
- Recuperación de la levadura
Cerveza verde
Cerveza
Malteado: remojo, 
germinación y secado
- Maduración o guarda
- Filtración y clarificación
- Envasado y tratamiento  
higienizante
Figura 2.2. Esquema general del proceso de elaboración de la cerveza. Adaptado de Estrany et al. (2006). 
II.1.4.1. MALTEADO 
La cebada (sección II.1.3.1) es la materia prima fundamental de la cerveza, sin embargo, no 
constituye un extracto fermentable para la levadura. Por ello, en los procesos desarrollados en las 
malterías el objetivo fundamental es que el grano de cebada adquiera unas condiciones de humedad y 
temperatura necesarias para que el grano desarrolle un sistema enzimático capaz de desagregar las 
macromoléculas que lo componen y, así, facilitar que pueda asimilarse su reserva alimenticia que es el 
almidón presente en su endospermo. A este respecto, la malta es el producto de la transformación de 
los granos de cebada y se obtiene mediante tres procesos básicos: (i) remojo, (ii) germinación y (iii) 
secado (Sanchís et al., 2000; Bamforth, 2003; Novell y Raventós, 2003; Estrany et al., 2007). 
II.1.4.1.1. Remojo 
La cebada, una vez clasificada y limpia, se remoja en agua a 10−15ºC para aumentar su humedad 
hasta el 35−48%, permitiendo así que la cáscara o envoltura del grano adquiera una mayor plasticidad 
y se mantenga más entera después de la molturación. Para ello, la cebada se deja caer en unos tanques 
de remojo en los que se permite el contacto del grano con agua en condiciones aeróbicas, eliminándose 
las cascarillas y el polvo de la cebada. El remojo se interrumpe a las 12−24 h, y los granos quedan 
recubiertos únicamente de una fina película de agua a través de la que puede disolverse el oxígeno de la 
atmósfera que les rodea. A este paso se le denomina periodo seco o periodo bajo aire y dura varias 
horas, tras las que se sumergen de nuevo los granos mediante el llenado de los tanques con agua limpia. 
Los periodos de remojo y seco se van alternando hasta que el grano alcanza la humedad deseada. En 
esta fase, una buena aireación del agua y las etapas de descanso son indispensables, ya que el 
agotamiento del oxígeno del agua de remojo puede llevar a desencadenar un metabolismo anaerobio no 
deseado. Así pues, la aireación del agua de remojo se realiza con aire comprimido y su cantidad debe ir 
incrementándose conforme avanza la activación del embrión (Sanchís et al., 2000; Bamforth, 2003; 
Novell y Raventós, 2003). 
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II.1.4.1.2. Germinación 
Una vez finalizado el remojo de los granos de cebada se procede a transferir los granos al equipo 
de germinación en el que germinarán bajo las condiciones óptimas de temperatura, humedad y 
aireación. El grano remojado se extiende sobre un suelo de malteo impermeable formando un lecho de 
unos 25 cm de espesor y, mediante ventiladores, se inyecta aire a 12−15ºC para mantener la 
temperatura del grano entre 15−21ºC ya que, durante su respiración, genera un calor considerable. Con 
el objetivo de mantener la temperatura y humedad de los granos constante, la capa de granos se mueve 
periódicamente y se somete a duchas de agua para compensar las pérdidas debidas a la evaporación. 
Este proceso dura aproximadamente seis días y sus objetivos principales son: (i) la creación e 
incremento del sistema enzimático del grano; (ii) la degradación paulatina de las macromoléculas que 
contiene y, en particular, de la matriz proteica (que rodea a los gránulos del almidón) y los β-glucanos 
que son el componente mayoritario de las paredes celulares del endospermo y (iii) el crecimiento de las 
raicillas del grano que denotan el avance de la germinación (Sanchís et al., 2000; Bamforth, 2003; 
Novell y Raventós, 2003). 
II.1.4.1.3. Secado 
La germinación de los granos de cebada se detiene mediante el secado de los mismos, un proceso 
que implica el secado y tostado de los granos reduciendo su contenido de humedad desde un 45−50% 
hasta el 2−5% (dependiendo del tipo de cerveza fabricada) mediante un proceso gradual de 
calentamiento ascendente con diferentes patrones de temperatura. Inicialmente, se elimina el agua 
superficial del grano con una temperatura menor y, posteriormente, se eleva para eliminar el agua 
incorporada en el grano. En esta fase, que correspondería al tostado, se destruyen algunas enzimas 
creadas durante la germinación y se modifica el aroma y el color de la malta mediante reacciones de 
Maillard que conllevan la formación de sustancias oscuras y de sabores característicos importantes para 
las cualidades de la cerveza. Por otra parte, dependiendo del tipo de cerveza, la temperatura empleada 
en el tostado de la malta es diferente; así pues, para cervezas doradas o pálidas se utilizan maltas poco 
tostadas (55−80ºC), en cambio, las cervezas negras, más o menos oscuras, se fabrican con maltas 
tostadas a temperaturas más elevadas de hasta 95−110ºC. Finalmente, las raíces de los granos tostados 
se eliminan por fricción mediante un proceso mecánico denominado desgerminación. A partir de este 
momento, el grano, que ya se denomina malta, está dispuesto para la elaboración de la cerveza 
(Sanchís et al., 2000; Bamforth, 2003; Novell y Raventós, 2003; Coghe et al., 2006; Sánchez, 2006). 
II.1.4.2. PRODUCCIÓN DEL MOSTO CERVECERO 
La fabricación de mosto cervecero no tiene que realizarse únicamente con malta sino que también 
pueden emplearse otros cereales o granos crudos (por ej.: maíz y arroz), ya que aportan una cantidad 
importante de carbohidratos y regulan el nivel de proteínas (sección II.1.3.2). El objetivo principal de 
esta fase es la obtención de un mosto dulce que, posteriormente, será aromatizado con lúpulo y que 
debe obtenerse con el mayor grado de eficiencia posible mediante la extracción de las materias primas 
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empleadas. Para ello, la malta y los adjuntos cerveceros se procesarán en un principio por separado 
(Novell y Raventós, 2003). 
II.1.4.2.1. Molienda 
Tras la recepción de la malta y los adjuntos en la industria cervecera, el material se pesa y criba y 
se hace pasar a través de separadores magnéticos con el fin de eliminar el polvo y las posibles 
partículas metálicas. A continuación, la malta se tritura, reduciendo el endospermo del grano a un 
tamaño de partícula que asegure una correcta hidratación de las partículas en el proceso de extracción y 
una buena liberación de las enzimas que han de degradarla. En esta fase, la cascarilla no debe triturarse 
en exceso, ya que así servirá más eficazmente a la filtración posterior del mosto y liberará menos 
taninos no deseables (debido a su astringencia y sabor anómalo) al mosto obtenido. Para la molienda de 
la malta pueden emplearse dos tipos de molinos: secos y húmedos. En los molinos húmedos, la malta 
se rocía con agua o se somete a la acción del vapor, lo que ocasiona un humedecimiento del grano que 
hace que la cascarilla sea más flexible y se triture menos durante la molienda. No obstante, en ambos 
casos, los molinos generan maltas trituradas con diferentes tamaños de partícula obteniéndose un 
producto de molienda que es una mezcla de cascarilla, sémolas gruesas y finas y harina (Hornsey, 
1999; Sanchís et al., 2000; Bamforth, 2003; Novell y Raventós, 2003). 
II.1.4.2.2. Maceración 
El objetivo principal de la maceración es la obtención de un líquido o extracto, a partir de la malta 
y otros adjuntos, que posea la mayor cantidad posible de sustancias solubles en agua (por ej.: azúcares, 
aminoácidos y proteínas) y que pueda servir finalmente para la obtención, mediante fermentación con 
levadura cervecera, de un líquido alcohólico con un perfil organoléptico específico. A este respecto, el 
extracto seco primitivo es el conjunto de ingredientes orgánicos disueltos en agua, antes de la 
fermentación, medidos como equivalentes de sacarosa. De forma general, un grado plato (ºPlato) 
equivale a 1 g de sacarosa en 100 g de líquido (Sanchís et al., 2000; Estrany et al., 2007). 
Durante esta etapa, el control del pH es esencial dado que: (i) afecta a la actividad relativa de las 
enzimas, (ii) controla, en parte, la cantidad de productos extraídos, como los taninos y las resinas 
amargas de la cáscara de la cebada, e (iii) influye sobre el color de los extractos y la facilidad con la 
que se realiza la clarificación y filtración posteriores. Asimismo, la temperatura empleada es otro factor 
importante que también influye en la actividad de las enzimas (Sanchís et al., 2000). 
En la caldera de maceración se introduce todo el contenido de la molienda y se realizan una serie 
de ciclos de calentamiento y reposo térmico para conseguir la sacarificación del mosto cervecero, 
obteniéndose así el denominado mosto dulce. Las principales enzimas que actúan en esta fase son 
(Tabla II.2) las fosfatasas, proteasas y amilasas (α y β), que continúan las transformaciones que ya se 
habían iniciado durante el malteado. Al poner en contacto la molienda con el agua de maceración, 
aproximadamente un 15% de los compuestos se solubilizan de manera natural, mientras que el resto se 
solubilizarán vía enzimática tras la adición de diversas enzimas. El empaste formado se encuentra a una 
temperatura de 40−50ºC y, a continuación, tiene lugar la etapa denominada reposo de las proteínas. En 
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este momento se solubilizarán las proteínas descomponiéndose en moléculas más pequeñas como 
peptonas y polipéptidos. La enzima peptidasa es la encargada de degradar el grupo de peptonas a 
péptidos y aminoácidos, lo que constituye una etapa fundamental ya que estos compuestos son la 
fuente de nitrógeno asimilable por la levadura. Posteriormente, la temperatura se eleva hasta 62−72ºC 
(con la transferencia de adjuntos) y se produce la acción de las enzimas amilolíticas, en particular α- y 
β-amilasa. Estas enzimas actúan sobre las cadenas de almidón, hidrolizándolas hasta maltosa, 
maltotrina y α-dextrinas. Seguidamente, la temperatura de la masa se eleva hasta 75ºC y se produce un 
aumento de la sacarificación con formación de dextrinas y azúcares fermentables en menor grado 
(Sanchís et al., 2000; Bamforth, 2003; Novell y Raventós, 2003; Estrany et al., 2007). En esta etapa, la 
masa, previa comprobación con yodo de que la sacarificación ya ha finalizado, queda lista para 
proceder a su filtración. 
Tabla II.2. Principales enzimas que actúan durante la maceración de la malta 
estos afectados Enzima pH óptimo Tª óptima (ºC) 
Tª inactivación 
(ºC) Compu
α-amilasa A5,3−5,8 70−75 75−80 lmidón 
β-amilasa 5,2−5,6 63−65 68−70 Almidón 
Dextrinasa 
dasas neutras os nitrogenados 
4  
s 
sa ácida -glucanos 
4-glucanasa 4,  3  
bada 
hí 0). 
5,0−5,5 55−60   65 Almidón 
Aminopepti 7,0−7,2 45 >55 Compuest
Carboxipeptidasas 
sas 
4,8−5,6 50 >70 Compuestos nitrogenados 
Metalo-endopeptida 5,5−8,5 5−50   70 Compuestos nitrogenados 
Leucina aminopeptidasa 8,0−10,0 45−50 >55 Compuestos nitrogenados 
Sulfidril-endopeptidasas 3,9−5,5 45−50   70 Compuestos nitrogenados 
Dipeptidasa 
 
8,8 40−45 
a
>50 Dipéptidos neutros 
α-glucosidasa 4,5 N.D. N.D. Maltosa 
Carboxipeptida 6,35 60   73 Protein-β
Sacarasa 5,5 50   55 Sacarosa 
s Endo-β-1, 5−4,8 7−45   55 β-glucano
Endo-β-1,3-glucanasa 4,6−5,5 60   70 β-glucanos 
Endo-β-glucanasa de ce
a
4,7−5,0 
s et a  (200
40   63 β-glucanos 
N.D. No descrito. Adaptado de Sanc l.
L (sección II.1.3.2) constituyen un 25−30% de la cantidad os adjuntos cerveceros o granos crudos 
total empleada para la fabricación del mosto. El almidón procedente de estos granos crudos 
(principalmente arroz y maíz en forma de sémola) se modifica con mayor dificultad que el de la malta 
y, por ello, se procesan inicialmente por separado. El grano crudo se someterá a un proceso de 
molturación, para hacerlo más accesible a la acción enzimática, mediante la adición de: (i) una pequeña 
cantidad de malta a la caldera de granos crudos y/o (ii) enzimas externas de origen bacteriano o 
fúngico. Seguidamente, se añade una cierta cantidad de agua sobre los granos crudos y se aumenta 
gradualmente la temperatura. De este modo, los gránulos del almidón absorben el agua, se hinchan, la 
masa se espesa y se produce la gelatinización. Posteriormente, los gránulos de almidón revientan por 
acción de las enzimas y se esparcen por toda la masa, se eleva la temperatura hasta la ebullición y se 
produce la licuefacción completa. Tras un periodo de ebullición de 15−30 min se transfiere la masa a la 
caldera de maceración para continuar el proceso de conversión de todo el almidón con las dos masas 
juntas (Novell y Raventós, 2003). 
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II.1.4.2.3. Filtración 
El objetivo de esta etapa es la separación del mosto líquido (mosto dulce) de la parte insoluble, 
denominada bagazo, para la obtención de un mosto que posea una baja turbidez. La obtención de este 
mosto se realiza a partir del mosto principal y de los lavados subsiguientes del bagazo (2 ó 3), que 
permiten recuperar todo el extracto retenido en el mismo. El mosto que contiene la caldera de 
maceración está aproximadamente a 75ºC y completamente sacarificado, y como este mosto es un 
fluido viscoso es habitual aumentar ligeramente la temperatura (aprox., 2ºC) en la caldera, antes de 
bombearlo a la cuba filtro, disminuyendo así su viscosidad y mejorando su filtrabilidad. Para la 
filtración del mosto los principales sistemas empleados son cuba filtro y filtro prensa. Este último, tiene 
la ventaja de que ocupa menos espacio y permite obtener un mosto de calidad prácticamente igual, 
además de que posibilita un mayor rendimiento y un mayor número diario de cocciones (Sanchís et al., 
2000; Bamforth, 2003; Novell y Raventós, 2003). 
II.1.4.2.4. Ebullición 
Una vez filtrado el mosto dulce debe procederse a su ebullición, cuyos objetivos principales son 
los siguientes (Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000; Bamforth, 2003; Novell y Raventós, 2003): 
1. Inactivación de las enzimas, especialmente de la α-amilasa que es la más resistente a las altas 
temperaturas. 
2. Esterilización del mosto. 
3.  del mosto mediante la evaporación del agua. En el proceso de filtración, los lavados Concentración
del bagazo han diluido el mosto principal y el mosto final se introduce en la caldera de ebullición 
con un ºPlato inferior al que debe tener. Con la evaporación, se consigue llegar al nivel ºPlato 
exacto, no obstante, si se llegara a la concentración antes del final del período de ebullición las 
instalaciones modernas disponen de medidores de extracto en línea que permiten conocer el ºPlato 
al final de la ebullición y dosificar el agua necesaria para corregir un exceso en la concentración. 
4. Destilación de los compuestos volátiles indeseables como el dimetilsulfuro, los aldehídos y los 
compuestos azufrados. 
5. Formación de los compuestos procedentes de las reacciones de Maillard, produciéndose color por 
caramelización de azúcares, formación de melanoidinas y oxidación de taninos, con la consiguiente 
formación de compuestos volátiles que generan aromas diversos. 
6. Coagulación de las proteínas y los taninos. 
7. itación del fosfato cálcico. Disminución del pH (pH final promedio de 5,3), debido a la precip
8. Formación de compuestos reductores. 
9. Adición del lúpulo al mosto dulce con los siguientes efectos principales: (i) aportación de sabores 
amargos, procedentes de las humulonas del lúpulo, mediante isomerización de los α-ácidos a iso-
α-ácidos, (ii) adición de aceites esenciales y taninos, (iii) reducción de la tensión superficial debida 
a estos aceites y (iv) mejora de la espuma de la cerveza por la presencia de los iso-α-ácidos. 
10. Fijación de los perfiles de azúcares, proteínas, lípidos, polifenoles, etc. 
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La ebullición del mosto se lleva a cabo en calderas durante 60−90 min y, generalmente, a presión 
atm uiente osférica con agitación, aunque puede realizarse también a presión positiva, con la consig
liberación de compuestos volátiles al final del proceso. Asimismo, conviene que todo el mosto se 
encuentre en movimiento continuo para que no existan diferencias de temperatura entre la parte 
superior y el fondo de la caldera. 
II.1.4.2.5. Clarificación, enfriamiento y aireación 
La clarificación del mosto se realiza en “tanques remolino” o “whirlpool tanks” y consiste en la 
eliminación de: (i) los conos de lúpulo empleados, así como de las partículas que ellos hayan generado, 
(ii) los residuos que puedan quedar si se emplean pastillas de lúpulo y/o (iii) la turbidez formada 
durante la cocción. Para ello, el mosto lupulado se bombea desde la caldera de ebullición y entra en el 
“tanque remolino” tangencialmente, generando un movimiento de rotación, y decantándose en el fondo 
y centro del tanque las partículas que han precipitado en la caldera de ebullición. Para asegurar este 
efecto remolino es importante la velocidad de entrada y la altura por la que se introduce el mosto 
lupulado, ya que si se coloca muy bajo se reduce el efecto de rotación y si se coloca muy alto aumenta 
la oxidación del mosto. Una vez clarificado, el mosto se dirige hacia los tanques de fermentación con 
una temperatura de, aproximadamente, 100ºC, sin embargo, el mosto debe enfriarse a 10−12ºC. Para 
ello, se emplean intercambiadores de calor de placas, en los que los refrigerantes utilizados suelen ser 
agua a 10−15ºC, amoniaco, salmuera refrigerada o glicol. En el caso de que se emplee agua, su 
temperatura aumenta hasta 75−80ºC y puede utilizarse posteriormente para la limpieza y, a veces, la 
maceración. Finalmente, dado que las levaduras cerveceras requieren oxígeno para su crecimiento, se 
produce la aireación u oxigenación del mosto una vez enfriado para evitar su oxidación. La aireación u 
oxigenación se realiza mediante la inyección de aire u oxígeno estéril, llegando a valores de 8 a 10 
mg/l. A partir de este momento, el mosto oxigenado ya está preparado para que se lleve a cabo el 
proceso de fermentación alcohólica por parte de la levadura cervecera (Sanchís et al., 2000; Bamforth, 
2003; Novell y Raventós, 2003). 
II.1.4.3. FERMENTACIÓN 
La fermentación alcohólica constituye el fenómeno biológico principal para la obtención de la 
cerveza y consiste en una serie de actividades metabólicas de la levadura por medio de las que el mosto 
lupulado se transforma en cerveza verde. Este mosto contiene todos los nutrientes necesarios para el 
crecimiento de la levadura, entre los que se incluyen carbohidratos (50−60% de maltosa, 15−20% de 
maltotriosa y 10−15% de glucosa), fuentes de nitrógeno (aminoácidos) y una gran cantidad de 
minerales (Jespersen et al., 1999; Sanchís et al., 2000). A partir de estas sustancias nutritivas, la 
levadura produce los principales componentes del sabor de la cerveza como subproductos de la 
actividad metabólica necesaria para su propio crecimiento celular (Sanchís et al., 2000; Estrany et al., 
2006). La fermentación alcohólica se inicia al adicionar la levadura seleccionada (0,5−1,0 l de levadura 
por hl de mosto) al mosto lupulado y aireado, tiene lugar a una temperatura de 10−20ºC, dura entre 
5−10 días y consta de las siguientes etapas (Sanchís et al., 2000): 
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1. En primer lugar, se produce una etapa de latencia (aprox., 24 h), en la que la levadura permanece 
inactiva absorbiendo oxígeno, aminoácidos, péptidos y sales minerales. 
2. A continuación, tiene lugar la fase de crecimiento y fermentación, en la que la levadura se 
multiplica rápidamente y empiezan a transformarse los azúcares. En esta fase, la vía principal de 
producción de energía en la levadura es la fermentación alcohólica, ya que la vía aeróbica o 
respiración, cuyo rendimiento de energía es muy superior al de la fermentación, está inhibida por la 
ausencia de oxígeno. La forma más simple de expresar la fermentación alcohólica es la ecuación de 
Gay-Lussac: glucosa  2 dióxido de carbono + 2 etanol + energía (ATP, del inglés Adenosine 
Tri-Phosphate). 
3. Posteriormente, se produce la etapa de fermentación sin crecimiento (fase estacionaria) en la que la 
multiplicación cesa pero la masa celular continúa creciendo debido a la acumulación interna de 
glucógeno. En esta etapa, aparecen los ésteres y alcoholes superiores y, simultáneamente, los 
azúcares se agotan lentamente.  
4. Finalmente, tiene lugar la etapa de floculación, en la que la levadura se deposita en el fondo del 
tanque, en el caso de la fermentación baja, o en la superficie, en el caso de la fermentación alta. 
Una vez finalizada la fermentación, la levadura se somete a un proceso de separación que 
conducirá a la obtención de la cerveza verde. Conviene destacar que la levadura recuperada posee muy 
bue la nas características para reutilizarse en fermentaciones posteriores haciéndose innecesarias 
producción continua de cultivos puros. Para ello, se desea que la levadura no sea pulverulenta, es decir, 
que flocule mal ya que en este caso el único modo de recuperar la levadura sería mediante 
centrifugación, lo que resulta poco aconsejable ya que produce un gran deterioro celular. Esta levadura 
se conservará en refrigeración (0−4ºC) en soluciones tamponadas, en cerveza o incluso en mosto. Otra 
forma de conservación es la levadura prensada que suele contener un 75% de humedad y puede 
guardarse a 0ºC. Durante el periodo de almacenamiento, es importante asegurarse de que la viabilidad 
de la levadura disminuya lo mínimo posible y, para ello, conviene minimizar el tiempo de permanencia 
en los tanques de almacenamiento (Sanchís et al., 2000; Estrany et al., 2006). 
II.1.4.4. PROCESOS FINALES 
El producto resultante de la fermentación principal es indudablemente cerveza, no obstante, 
contiene partículas en suspensión y, por consiguiente, está turbia, carece de suficiente carbonatación, el 
sabor no está del todo maduro, es inestable desde el punto de vista microbiológico y físico y puede 
requerir correcciones del color (Sanchís et al., 2000; Bamforth, 2003). A continuación se describen los 
procesos requeridos para la obtención de cerveza con unas características organolépticas adecuadas. 
II.1.4.4.1. Maduración o guarda 
La maduración o guarda de la cerveza requiere la presencia de la levadura, que va a consumir los 
carbohidratos fermentables presentes en la cerveza verde (fermentación secundaria), se realiza a 0−2ºC 
y dura una semana aproximadamente. Los objetivos principales de esta etapa son los siguientes 
(Castañé, 2000; Sanchís et al., 2000): 
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1. Modificación del sabor de la cerveza. Después de la fermentación principal, la cerveza verde posee 
un fuerte sabor a levadura, es amarga y no tiene una gran aceptación. Por ello, es necesario que se 
modifiquen o desaparezcan algunos compuestos como diacetonas, aldehídos, ácidos grasos 
volátiles, aminoácidos, proteínas y compuestos de azufre. Además, esta maduración del sabor se 
considera generalmente la consecuencia más importante de la guarda y acabado de una cerveza 
debido a la tendencia actual de producir cervezas más ligeras. 
2. Eliminación de las materias en suspensión mediante decantación (por ej.: levaduras muertas, 
complejos proteínas-taninos y materia amorfa). 
3. Saturación de la cerveza con dióxido de carbono (carbonatación). Durante el almacenamiento 
convencional, la cerveza verde contiene un 1% de azúcares fermentables que se transforman en 
dióxido de carbono y etanol. No obstante, la presión que se aplica durante el almacenamiento a 0ºC 
permite que el dióxido de carbono se disuelva en la cerveza y, por ello, al final de la maduración la 
cerveza contiene una concentración de dióxido de carbono de 4−4,8 g/l. 
Por otra parte, en esta fase suelen añadirse a la cerveza verde diversos aditivos (sección II.1.3.6) 
destinados a: (i) normalizar sus características organolépticas, (ii) mejorar su capacidad espumante, (iii) 
estabilizarla, evitando el deterioro de su sabor y la formación de turbidez una vez envasada y/o (iv) 
ajus lo (Hough, 1990; Sanchís tar su amargor mediante la adición de concentrados isomerizados de lúpu
et al., 2000). 
II.1.4.4.2. Filtración y clarificación 
El almacenamiento de la cerveza verde a bajas temperaturas produce una lenta sedimentación de 
partículas en suspensión y levaduras; sin embargo, para conseguir que todas las partículas y levaduras 
se depositen y que la cerveza se vuelva brillante se requeriría un periodo de almacenamiento muy 
prolongado. Por ello, el objetivo de la filtración es eliminar todos los microorganismos y partículas 
coloidales en suspensión presentes en la cerveza al final del almacenamiento, asegurándose una 
claridad estable en el producto final. Esta operación debe realizarse a bajas temperaturas (si es posible 
a −1ºC), con una concentración de oxígeno disuelto inferior a 0,1 mg/l, y la calidad del producto 
filtrado debe ser óptima en relación al sabor, espuma, color y ausencia de microorganismos. Para la 
filtración se pueden utilizar: (i) filtros de tierras, en los que el material de filtración está constituido por 
tierras de diatomeas y, en menor medida, perlita y/o (ii) filtros de hojas, que se emplean cuando la 
cerveza está casi brillante y contiene pocas partículas en suspensión. Asimismo, durante la filtración 
pueden añadirse diversos aditivos tales como estabilizantes coloidales (por ej.: polivinilpirrolidona), 
estabilizantes de espuma (por ej.: alginatos) y antioxidantes (por ej.: ácidos ascórbico, cítrico y láctico) 
(sección II.1.3.6). Por otra parte, la centrifugación de la cerveza se utiliza cuando se emplean levaduras 
no floculantes o con bajo poder de floculación (Sanchís et al., 2000; Bamforth, 2003). 
II.1.4.4.3. Envasado y tratamiento higienizante 
La cerveza suele envasarse en botella, lata o barril, empleando como materiales el vidrio y metal. 
El vidrio es inerte, no incorpora colores, olores ni sabores, es impermeable a los gases y resiste a los 
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tratamientos de limpieza e higiene, no obstante, protege muy poco de la luz. Los envases de metal 
protegen la cerveza de la luz pero pueden conferirle sabores procedentes de los lubricantes, 
recubrimientos y las cubiertas decorativas, así como del propio material metálico si no se toman las 
precauciones oportunas durante su fabricación. Por otra parte, la cerveza que va a envasarse debe ser 
transparente, estar fría (−1 ó −2ºC) y presentar una correcta carbonatación, que se ha realizado 
mediante una fermentación secundaria y/o inyección de dióxido de carbono. Asimismo, en todo el 
proceso de envasado hay que minimizar al máximo el contacto con el oxígeno (Sanchís et al., 2000; 
Bamforth, 2003). 
La pasteurización es el sistema más utilizado para conseguir la estabilización microbiológica de la 
cerveza. Su objetivo es reducir la posibilidad de que los microorganismos sobrevivan por encima de un 
nivel determinado, ya que la industria cervecera pretende que este proceso sea lo más breve posible, no 
obstante, este objetivo depende de muchos factores como son el tipo de cerveza, el número y tipo de 
microorganismos presentes, y el tamaño y tipo de envase. Este tratamiento suele realizarse en el envase 
final (envases pequeños), no obstante, también es posible pasteurizar la cerveza y realizar a 
continuación el envasado (barriles o envases grandes), pero este sistema, así como otros (filtración 
esterilizante en frío), requiere un envasado prácticamente aséptico y unos controles rigurosos de 
calidad que aseguren que la cerveza no se contamine. Una unidad de pasteurización (UP) se define 
como 1 min a 60ºC y, en los envases pequeños, los cerveceros trabajan con un intervalo de 10−20 UP, 
así pues, la cerveza puede llegar a estar 40 min en el pasteurizador para que se alcance la temperatura 
requerida y se mantenga durante el tiempo necesario. Por otra parte, en los envases grandes se emplea 
la pasteurización “flash”, que consiste en pasar una fina corriente de cerveza por un intercambiador de 
placas durante un tiempo mínimo, para que la cerveza se mantenga a temperaturas de 70−72ºC y 
obtener una pasteurización de 15−25 UP (Hough, 1990; Sanchís et al., 2000; Bamforth, 2003). 
II.1.5. TIPOS DE CERVEZA 
A pesar de que en la producción cervecera se emplean ingredientes similares existen algunas 
cervezas en el mundo que merecen ser destacadas por su sabor y sus características especiales. 
Antiguamente, en Europa central y oriental cada cervecería desarrollaba su tipo único de cerveza que 
solía tomar el nombre de la ciudad de origen y algunas de estas cervezas se han erigido en referente 
para los especialistas y han sido “copiadas” frecuentemente, indicándose en la botella el nombre 
original. Así pues, la palabra “pilsener” indica que se ha copiado la forma de producción y las 
características de la cerveza producida originalmente en Pilsen (Eslovaquia). Como es lógico, la 
calidad del agua de estas ciudades y lugares de origen era de importancia capital para tener éxito al 
imitar las características de la cerveza deseada; no obstante, las técnicas actuales permiten que se 
reproduzca muy fielmente la calidad del agua de la ciudad de origen (Sanchís et al., 2000). 
Actualmente, aparte de la clasificación legal de las cervezas (sección II.1.1), existen otros criterios 
para establecer su clasificación (por ej.: origen y características organolépticas) siendo el más científico 
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el basado en el tipo de fermentación. Así pues, atendiendo al tipo de fermentación la cerveza puede 
clasificarse del siguiente modo (Tabla II.3) (Galán et al., 2004; Estrany et al., 2007): 
1. Cervezas de fermentación “baja o lager”. Son cervezas, en general, claras (rubias), con matices 
dorados, intenso sabor a lúpulo y muy refrescantes. Suelen elaborarse con maltas claras (poco 
tostadas) y las levaduras actúan a temperaturas comprendidas entre 6 y 8ºC y transcurridos 8−10 
días se depositan en el fondo de la cuba de fermentación. Entre estas cervezas se encuentran las 
cervezas especiales. 
2. Cervezas de fermentación “alta o ale”. Son cervezas, en general, de tonos oscuros, ya que se 
elaboran con maltas más oscuras. La levadura actúa a temperaturas comprendidas entre 14 y 20ºC 
y transcurridos un máximo de 5 días ascienden a la parte superior de la cuba. 
3. Cervezas de fermentación espontánea. Son cervezas de fermentación alta que se fabrican, 
fundamentalmente en Bélgica, con un 70% de malta y un 30% de trigo candeal. A los mostos no se 
les agrega levadura y la fermentación tiene lugar por exposición al aire y contaminación con los 
microorganismos presentes en la bodega, lo que confiere a estas cervezas unas características 
genuinas. En algunas ocasiones, se realiza una segunda fermentación, tras la adición de cerezas o 
frambuesas, que les confiere aromas y sabores especiales. 
bla II.3. Principales cervezas elaboradas en Europa 
Tipo de 
Ta
Nombre Características  
Graduación 
alcohólica  
(%, vol/vol) 
Origen fermentación 
Ambarinas Alta abor suave a levadura y espe
Alemania y Color rojizo-ambarino y con s
cias 4,0−5,0 Bélgica 
Blancas Alta Turbias, elaboradas con malta d  cebada y trigo Alem
(espontánea) ble y poco amargas 
(espontánea) on frutas 
Trapenses 
laras o 
6,0− Bélgica 
Ale Alta 3,0−4,0 Gran Bretaña 
Porter Alta 5,0−7,0 Gran Bretaña 
t 
r Checa 
 
er A  
ner ulada 
ue se elabora con maltas ahumadas 
lce Variable 
Sanchís  y
e
y muy refrescantes 
Su origen es una abadía y pueden ser oscuras 
3,0−5,0 ania y Bélgica 
Bélgica Abadía Alta (dobles) o pálidas (triples) 
Turbias, espuma esta
6,0−9,0 
Lambic Alta 4,5−5,5 Bélgica 
Gueuze Alta Mezcla de lambic vieja y nueva, refermentada en botella y suplementada c 5,0 Bélgica 
Alta 
Elaboradas en 6 abadías cerveceras. C
negras, refermentadas y de sabor dulce-amargo 
ligeramente tostado 
12,0 
Color claro (ámbar). Varios tipos según 
amargor, color y dulzor  
Muy oscuras, casi negras, afrutadas, densas y 
muy nutritivas 
Color pardo oscuro o negro y muy lupuladas. Stou Alta Espuma muy compacta y cremosa 
Pálida, aroma fresco, sabor seco, muy lupulada 
3,7−5,5 Gran Bretaña 
Pilsene Baja y agua poco mineralizada 
Tonos dorados, marrones u oscuros
4,5−5,5 Republica 
Bock Baja 6,2 Alemania 
Dortmund Baja Pálida, menos amarga y sabor más intenso que la Pilsener 4,0−5,0 lemania
Münch Baja Color pardo, fuerte, densa y poco lup 5,0 Alemania 
Rauchbier Baja Oscura, ya q 5,0 Alemania 
Viena Baja Color dorado oscuro y sabor ligeramente du Austria 
Adaptado de et al. (2000)  Galán et al. (2004). 
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La cerveza “ lcoho ivamen  en el msin a l” (sección II.1.1) es un producto relat te nuevo ercado que 
s erminados consumidores que desean disfrutar de una bebida atisface las necesidades adicionales de det
refrescante como es la cerveza y que no quieren o no pueden consumir alcohol a las dosis habituales de 
la cerveza, y cuyo consumo ha aumentando en los últimos años, siendo la cuota de cerveza “sin 
alcohol” en España la más alta de la UE (sección II.1.2) (Martínez et al., 2001; Anónimo, 2003). De 
forma general, este tipo de cerveza puede obtenerse mediante dos procedimientos (Hornsey, 1999; 
Bamforth, 2003): 
1. Fermentación limitada o controlada, que, a su vez, puede realizarse: (i) deteniendo el crecimiento 
de las levaduras de una fermentación normal mediante enfriamiento rápido a 0ºC, (ii) mediante 
maceración a alta temperatura, produciendo mostos modificados, (iii) empleando levaduras con 
capacidad limitada de fermentación, (iv) según el proceso “Barrell”, que implica la fermentación 
de dos lotes de mostos, uno normal y otro con menor cantidad de alcohol, y su mezcla posterior en 
proporciones predeterminadas para obtener productos con diferentes concentraciones de alcohol; 
(v) fermentación a temperaturas bajas durante 48 h y/o (vi) utilización del bagazo procedente de un 
macerado cervecero para la elaboración del mosto lupulado. 
2. Técnicas de postfermentación, con el objeto de eliminar el alcohol de una cerveza elaborada 
normalmente. Las técnicas empleadas para ello son la destilación, evaporación, osmosis inversa y/o 
diálisis. 
II.1.6. FACTORES INTRÍNSECOS Y EXTRÍNSECOS QUE CONTROLAN EL 
CRECIMIENTO MICROBIANO EN LA CERVEZA 
La cerveza es una bebida con una alta estabilidad microbiológica y, en principio, no constituye un 
medio adecuado para el crecimiento de la mayoría de los microorganismos debido una serie de factores 
de estrés microbiano, entre los que se incluyen los siguientes (Jespersen y Jakobsen, 1996; Varnam y 
Sutherland, 1997; Sendra y Carbonell, 1999; Sanchís et al., 2000; Sakamoto, 2002; Sakamoto y 
Konings, 2003): 
1. Factores intrínsecos. Características naturales de la cerveza: (i) presencia de isohumulonas del 
lúpulo (17−55 mg de iso-α-ácidos/l); (ii) multiplicación masiva de la levadura seleccionada; (iii) 
bajo pH (3,8−4,7); (iv) presencia de anhídrido carbónico (aprox., 0,5%, m/vol); (v) baja 
concentración de oxígeno (< 0,1 ppm); (vi) presencia de etanol (1−10%, vol/vol); (vii) escasos 
nutrientes residuales, principalmente hidratos de carbono y proteínas, y (viii) presencia de ácidos 
orgánicos y acetaldehído y otros metabolitos antimicrobianos. 
2. Factores extrínsecos. Características de las instalaciones y operaciones: (i) ebullición del mosto, 
(ii) enfriamiento del mosto en circuito cerrado y en mínimo tiempo, (iii) inoculación inmediata en 
el mosto de un cultivo masivo de levadura microbiológicamente pura, (iv) renovación regular de la 
levadura a partir de un cultivo puro del laboratorio, (v) filtración esterilizante excluyendo el 
oxígeno de los gases del proceso y trasiegos, (vi) filtración de la cerveza después de la maduración, 
(vii) envasado aséptico, (viii) pasteurización o filtración esterilizante, (ix) mantenimiento de unas 
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correctas prácticas de higiene y la asepsia, (x) refrigeración y (xi) utilización de conservantes 
químicos como el dióxido de azufre y sus sales (sulfitos) y el ácido benzoico y sus sales 
(benzoatos) (Tabla II.1). 
De estos factores de estrés microbiano, las isohumulonas del lúpulo (principalmente los iso-α-
ácidos) constituyen uno de los más importantes para impedir el crecimiento microbiano en la cerveza. 
Los iso-  del lúpulo (sección II.1.3.3), confieren a la α-ácidos, derivados de las flores de la planta
cerveza un sabor amargo y ejercen un efecto bactericida o bacteriostático frente a la mayoría de los 
microorganismos alterantes de la cerveza, ya que actúan como compuestos ionóforos (compuestos 
hidrofóbicos que se introducen en la membrana celular y aumentan la permeabilidad a ciertos iones) 
que disipan el gradiente de pH transmembrana (Simpson, 1993a, b; Sakamoto et al., 2001; Sakamoto, 
2002; Iijima et al., 2006; Suzuki et al., 2006). Sin embargo, varias especies de bacterias lácticas, 
principalmente Lactobacillus spp. y Pediococcus spp., son capaces de crecer y alterar la cerveza 
(sección II.1.7.1), ya que toleran los iso-α-ácidos del lúpulo (Simpson y Fernandez, 1992; Simpson, 
1993b; Sakamoto et al., 2001; Sakamoto, 2002; Iijima et al., 2006; Suzuki et al., 2006). 
La resistencia de las bacterias lácticas a estos compuestos antimicrobianos se ha estudiado durante 
los últimos años, observándose que se debe a la presencia de los genes horA, horB y/o horC (Sami et 
al., 1998; Suzuki et al., 2005a, b; Iijima et al., 2007). Sami et al. (1998) aislaron de cerveza la cepa 
Lactobacillus brevis ABBC45 y demostraron que el gen horA, que se encontraba en el plásmido 
pRH45, confería a esta cepa resistencia al lúpulo, permitiéndola crecer y alterar la cerveza. A este 
respecto, horA codifica una proteína de membrana (HorA) perteneciente al sistema de transporte del 
tipo ABC (del inglés ATP-Binding Cassette) (sección II.5.1.1), cuya presencia en las bacterias lácticas 
les permite secretar al medio extracelular los iso-α-ácidos del lúpulo (van Veen et al., 1996; Sami et 
al., 1997a; Sakamoto et al., 2001; Sakamoto, 2002). La secuenciación aminoacídica de HorA reveló 
que presentaba una similitud de un 53% con LmrA de Lactococcus lactis, otra proteína de membrana 
del sistema de transporte del tipo ABC (Fath y Kolter, 1993; van Veen et al., 1996; Sami et al., 1997a; 
Sakamoto et al., 2001; Sakamoto, 2002). Además, Suzuki et al. (2005a) han aislado horA del plásmido 
pRH20690 en Lactobacillus lindneri DSM20690T, y su secuencia aminoacídica mostró una similitud 
del 99,7% con horA de Lb. brevis. Esta similitud permite considerar que estas bacterias lácticas han 
adquirido este gen mediante transferencia horizontal de los respectivos plásmidos (Suzuki et al., 
2005a). Asimismo, se ha observado que muchas de estas bacterias lácticas aumentan gradualmente su 
resistencia al lúpulo si se cultivan en medios en los que se van incrementando gradualmente las 
concentraciones de iso-α-ácidos, denominándose a este fenómeno adaptación al lúpulo (Sami et al., 
1997a; Suzuki et al., 2002, 2006). Por el contrario, si se cultivan estas bacterias lácticas en medios sin 
iso-α-ácidos pierden la capacidad de crecer y alterar la cerveza, debido a que pierden el plásmido que 
les confiere resistencia frente a estos compuestos (Sami et al., 1998; Suzuki et al., 2004, 2005b). Por 
otra parte, Suzuki et al. (2002) aislaron una variante de Lb. brevis ABBC45 que no poseía el plásmido 
pRH45 y la denominaron Lb. brevis ABBC45C. Esta cepa mostraba escasa resistencia al lúpulo, que 
aumentaba cuando se cultivaba en un medio en el que se incrementaban las concentraciones de iso-α-
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ácidos. No obstante, la resistencia al lúpulo de esta variante era siempre menor que la de la cepa 
original, lo que indicaba que Lb. brevis ABBC45C poseía un mecanismo de resistencia al lúpulo 
independiente al conferido por la proteína transportadora HorA. En este contexto, se aisló un plásmido, 
denominado pRH45II, que contiene los genes horB y horC, que ejercen un papel importante en la 
resistencia al lúpulo de las bacterias lácticas (Suzuki et al., 2004). Así pues, estos genes codifican las 
proteínas HorB y HorC que constituyen, respectivamente, un regulador de respuesta y una proteína de 
membrana perteneciente a la superfamilia RND (del inglés Resistance-Nodulation-Cell Division). El 
gen horB presenta homología con los reguladores pertenecientes a la familia AcrR, que regulan la 
transcripción de genes que codifican transportadores pertenecientes a la superfamilia RND (horC). Los 
análisis de HorC indicaron que posee varios dominios transmembrana (TMD, del inglés 
Transmembrane Domains) con un gran dominio hidrofílico entre TMD1 y TMD2, una característica 
típica de los transportadores pertenecientes a la superfamilia RND (Suzuki et al., 2005b). Estas 
proteínas se han descrito en varias especies de bacterias lácticas como Lactobacillus backi, Lb. brevis, 
Lb. lindneri, Lactobacillus paracollinoides, Pediococcus damnosus y Pediococcus inopinatus, siendo 
su secuencia nucleotídica muy similar lo que determina que estos microorganismos han adquirido estos 
genes mediante transferencia horizontal de los respectivos plásmidos (Suzuki et al., 2005b; Iijima et 
al., 2007). Asimismo, las bacterias lácticas que contienen horB y horC en su genoma aumentan su 
resistencia al lúpulo al cultivarlas en un medio en el que se incrementan progresivamente las 
concentraciones de iso-α-ácidos (Iijima et al., 2006); sin embargo, cuando se cultivan en medios sin 
iso-α-ácidos estas cepas pierden la capacidad de crecer y alterar la cerveza, ya que pierden el plásmido 
que les confiere resistencia frente a estos compuestos (Sami et al., 1998; Suzuki et al., 2004, 2005b). 
Además, la presencia de horB y horC en estas bacterias lácticas confiere un aumento de su resistencia a 
otros compuestos antimicrobianos como el bromuro de etidio y la nisina A (NisA) (Iijima et al., 2006). 
Con base en lo anterior, horA, horB y horC pueden utilizarse como marcadores genéticos para 
determinar si una bacteria láctica posee o no capacidad para alterar la cerveza (Suzuki et al., 2005b; 
Iijima et al., 2007). Finalmente, conviene mencionar que diversos estudios demuestran que las 
bacterias lácticas también pueden resistir al lúpulo mediante otros mecanismos entre los que se 
incluyen: (i) la presencia de la proteína transportadora HitA, típica de lactobacilos alterantes de cerveza 
(Hayashi et al., 2001); (ii) una alteración de la cantidad de ácidos lipoteicoicos presentes en la pared 
celular (Behr et al., 2006) y/o (iii) modificaciones en la composición lipídica de la membrana 
citoplasmática (Sakamoto, 2002; Sakamoto y Konings, 2003; Behr et al., 2006). 
II.1.7. ALTERACIONES DE LA CERVEZA DURANTE SU ELABORACIÓN Y 
ALMACENAMIENTO 
A pesar de los factores de estrés microbiano citados anteriormente (sección II.1.6), tanto durante la 
elaboración de la cerveza como en el producto final pueden producirse alteraciones debidas 
principalmente al crecimiento de microorganismos ajenos a los que participan en la fermentación, entre 
los que se incluyen diversas bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y levaduras salvajes (Jespersen 
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y Jakobsen, 1996; Sanchís et al., 2000; Sakamoto, 2002; Sakamoto y Konings, 2003). Además de los 
problemas microbiológicos que se describirán a continuación, en la cerveza pueden producirse las 
siguientes alteraciones: 
1. Alteraciones no microbianas, entre las que se incluyen: (i) sabor y aroma a “insolado” o a “luz” y 
olor a mofeta, producido por la formación de prenilmercaptano mediante la escisión de las cadenas 
laterales de las isohumulonas y su combinación con el dióxido de azufre; estas alteraciones se 
previenen protegiendo los envases de la luz (envases verdes o marrones opacos) o mediante un 
tratamiento con borohidruro; (ii) sabores y aromas indeseables, producidos por el desarrollo de 
carbonilos (por ej.: trans-2-nonanal) que poseen un umbral de detección muy bajo, se forman 
mediante un gran número de reacciones en las que el oxígeno tiene un papel clave y son un factor 
muy importante en el deterioro del sabor de la cerveza durante almacenamientos prolongados, 
especialmente en las cervezas tipo “lager“ embotelladas, produciendo un sabor y aroma a 
“oxidado” y a “cartón”, que se incrementa por la exposición a altas temperaturas, a la luz y a los 
iones metálicos; asimismo, la formación excesiva de productos a partir de la reacción de Maillard 
también puede producir alteraciones del sabor y aroma (por ej.: a toffee, a azúcar quemado o 
caramelo y a “cartón”); (iii) turbidez, producida por la afinidad de las proantocianidinas de la 
cebada por las proteínas y que suele asociarse al desarrollo de sabores a “oxidado” en la cerveza ya 
elaborada, y (iv) pardeamiento, producido por cambios oxidativos de los polifenoles de la malta y 
el lúpulo, la reacción de Maillard y/o la caramelización de los azúcares durante la elaboración y 
almacenamiento de la cerveza, que se incrementa por las altas temperaturas de almacenamiento y 
la presencia de oxígeno y metales en las cervezas embotelladas; estas alteraciones pueden 
prevenirse mediante pH bajos (aprox., 4,2), condiciones anaeróbicas en las cervezas embotelladas 
y una baja temperatura durante su almacenamiento (Varnam y Sutherland, 1997; Anónimo, 2006d). 
2. Contaminaciones abióticas, producidas por hidrocarburos policíclicos aromáticos, nitrosaminas y 
micotoxinas. Las micotoxinas, compuestos fúngicos tóxicos producto del metabolismo secundario 
de los mohos, pueden producirse debido a la contaminación fúngica de los cereales durante su 
crecimiento, recolección o almacenamiento, sobre todo si la tasa de humedad supera el 12−13%. 
En maltería y cervecería existen una serie de procesos, como el remojo de la cebada, tostado, la 
extracción sólido/líquido de la producción del mosto, ebullición del mosto, filtración de la masa y 
fermentación, que pueden reducir los niveles de micotoxinas que se encuentran inicialmente en las 
materias primas. A pesar de ello, existen micotoxinas acumuladas en los granos de cebaba y otros 
cereales que son incorporados como adjuntos al mosto y que pueden llegar a la cerveza, entre las 
que destacan las aflatoxinas, zearalenonas, ocratoxinas y fumonisinas. No obstante, la mayoría de 
los estudios realizados en cervezas comercializadas revelan que, en el caso de que estas 
micotoxinas se encuentren presentes en la cerveza, las concentraciones detectadas son muy 
inferiores a las requeridas para ejercer un efecto perjudicial para los consumidores (Sendra y 
Carbonell, 1999; Sanchís et al., 2000). 
La mayoría de las alteraciones de la cerveza se deben a problemas microbiológicos. A este 
respecto, los microorganismos abundan en el aire y en las materias primas de todos los procesos 
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industriales de fabricación de alimentos y bebidas. En el caso de la maltería y cervecería, el agua, la 
mal constituyen las fuentes potenciales de microorganismos, no ta, los cereales, los azúcares y el lúpulo 
obstante, conviene destacar que hasta la fecha no se ha descrito el crecimiento de microorganismos 
patógenos en la cerveza. El agua que se utiliza en cervecería debe ser potable y, por consiguiente, 
contendrá niveles bajos de microorganismos y ninguno será peligroso para el ser humano. Por otra 
parte, las materias primas que son sometidas a temperaturas altas y ebullición (por ej.: malta, cereales, 
azúcares y lúpulo) pueden representar un peligro sólo durante su almacenamiento previo al tratamiento; 
por ello, deben almacenarse alejadas de los lugares en los que se manipula la levadura y en los que 
tiene lugar la fermentación y ebullición del mosto. En España, debido a la sequedad habitual del clima, 
las alteraciones microbiológicas de la cebada y la malta constituyen un hecho excepcional, sin 
embargo, en Europa del norte los microorganismos de la cebada y la malta producen una serie de 
efectos en cervecería, entre los que se destacan la reducción de la estabilidad del gas o “gushing”. Por 
otra parte, conviene destacar que la levadura que se reutiliza para sembrar el mosto es el principal 
vehículo y origen de los microorganismos alterantes, pudiendo controlarse mediante el empleo de 
soluciones ácidas (por ej.: ácido fosfórico diluido y/o persulfato amónico acidificado) o de la 
bacteriocina NisA (Ogden et al., 1988; Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000; Vaughan et al., 2005). Así 
pues, los microorganismos de importancia para las cervecerías son los que pueden entrar en contacto 
con el mosto al enfriarse y con la cerveza durante su proceso de fabricación o durante el envasado, ya 
que pueden permanecer en las superficies internas y externas del equipamiento de la planta. A este 
respecto, el mosto es un sustrato muy rico desde el punto de vista nutritivo, presenta un pH de 5,5 y 
contiene oxígeno y un gran número de microorganismos con la capacidad de desarrollarse (Jespersen y 
Jakobsen, 1996; Sanchís et al., 2000; Sakamoto, 2002; Sakamoto y Konings, 2003). 
A continuación, se describen los principales problemas microbiológicos que se producen durante 
la elaboración y el almacenamiento de la cerveza. 
II.1.7.1. ALTERACIONES PRODUCIDAS POR BACTERIAS GRAM-POSITIVAS 
Las bacterias lácticas son las principales bacterias Gram-positivas alterantes de la cerveza y 
representan en la actualidad un grave problema para la moderna industria cervecera, tanto por sus 
importantes repercusiones económicas, que pueden ser suficientemente graves como para amenazar la 
continuidad de las compañías cerveceras, especialmente de las más pequeñas, como por el detrimento 
que provocan en la calidad higiénico-sanitaria del producto final. En las alteraciones microbianas de la 
cerveza se encuentran implicados principalmente microorganismos de los géneros Lactobacillus y 
Pediococcus, que son responsables de aproximadamente el 70% de los casos (Back, 1994; Jespersen y 
Jakobsen, 1996; Sakamoto, 2002; Sakamoto y Konings, 2003; March et al., 2005). En este contexto, 
durante el periodo 1980−1990, el 58−88% de los casos de alteración microbiana de la cerveza 
registrados en Alemania fueron debidos al desarrollo de lactobacilos y pediococos (Back et al., 1988; 
Back, 1994); además, todas las bacterias aisladas de cerveza alterada elaboradas en la República Checa 
pertenecían al grupo de las bacterias lácticas (Hollerová y Kubizninková, 2001). 
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II.1.7.1.1. Género Lactobacillus 
Los microorganismos de este género son ácido-tolerantes, anaerobios estrictos o microaerófilos y, 
según su metabolismo fermentativo, pueden clasificarse en especies homofermentativas (el producto 
final mayoritario de su metabolismo es ácido láctico) y heterofermentativas (los productos finales de su 
metabolismo son ácido láctico, ácido acético, dióxido de carbono y etanol). Los lactobacilos pueden 
utilizar para su crecimiento carbohidratos residuales (por ej.: glucosa, fructosa, maltosa y ribosa), 
nitrógeno y vitaminas de la cerveza. El crecimiento de estos microorganismos, especialmente de los 
lactobacilos heterofermentativos, ocasiona una serie de alteraciones en la cerveza como la acidificación 
(sabor a ácido láctico), turbidez (hebras sedosas) y, principalmente, producción de diacetilo (que 
confiere un sabor a mantequilla indeseable en cervezas ligeras, aunque deseable en cervezas tipo “ale”) 
debido a que su umbral de detección es muy bajo y se pueden producir alteraciones en la cerveza sin 
que aparezcan signos visibles de turbidez. Además, estas especies contaminan frecuentemente los 
inóculos de levadura y sólo pueden crecer durante la fermentación debido a que la deficiencia de 
aminoácidos en la cerveza ya elaborada actúa como factor limitante. El número de especies de este 
género con capacidad de alterar esta bebida está muy limitado y éstas varían en su habilidad para crecer 
en las diferentes cervezas y en su tolerancia a los compuestos amargos procedentes del lúpulo. Las 
principales especies alterantes de la cerveza son las siguientes: (i) Lb. brevis, la especie alterante de la 
cerveza más común, tolerante al lúpulo, que crece óptimamente a 30ºC y pH 4−6 y que puede producir 
alteraciones organolépticas de este producto debido a su habilidad para fermentar las dextrinas y el 
almidón del mosto y (ii) Lb. lindneri, insensible a los iso-α-ácidos del lúpulo, termotolerante y que 
crece óptimamente a 19−23ºC; todas las cepas de esta especie pueden alterar la cerveza y Lb. lindneri 
fue responsable del 15−25% de los casos de alteración microbiana de la cerveza producidos en 
Alemania durante el periodo 1980−1990. Asimismo, existen otras especies que pueden alterar la 
cerveza, entre las que destacan: (i) Lactobacillus buchnerii, que necesita riboflavina para poder 
desarrollarse y posee la capacidad de fermentar la melicitosa, (ii) Lactobacillus casei, que puede 
producir concentraciones elevadas de diacetilo, y (iii) Lactobacillus brevisimilis, Lactobacillus 
collinoides, Lactobacillus coryneformis, Lactobacillus malefermentans, Lactobacillus parabuchneri, 
Lactobacillus paracasei y Lactobacillus plantarum, que también se han aislado de cervezas alteradas 
(Rinck y Wackerbauer, 1987; Back, 1994; Fernandez y Simpson, 1995; Jespersen y Jakobsen, 1996; 
Varnam y Sutherland, 1997; Storgards et al., 1998; Hornsey, 1999; Castañé, 2000; Sanchís et al., 2000; 
Hartnett et al., 2002; Sakamoto, 2002; Sakamoto y Konings, 2003; Vaughan et al., 2004, 2005). 
II.1.7.1.2. Género Pediococcus 
Los pediococos aparecen en grupos de dos a cuatro células (tétradas) y, originalmente, estos 
microorganismos se conocían como “sarcinae” debido a que su morfología celular se confundía con las 
agrupaciones cúbicas de ocho células de las verdaderas sarcinas. Su temperatura óptima de crecimiento 
es 25ºC y requieren vitaminas para crecer o estimular su crecimiento. Estos microorganismos son un 
contaminante común de la cerveza que se aísla al final de la fermentación y durante su 
almacenamiento, predominando en cervezas fermentadas a bajas temperaturas y, por ello, están 
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involucrados frecuentemente en las alteraciones de las cervezas tipo “lager”. La especie que se aísla 
más frecuentemente es P. damnosus y, con menor frecuencia, Pediococcus acidilactici, Pediococcus 
dextrinicus, P. inopinatus, Pediococcus parvulus y Pediococcus pentosaceus. No obstante, sólo P. 
damnosus y, en menor medida, P. inopinatus y P. dextrinicus (en cervezas con un pH superior a 4,2 y 
con pequeñas concentraciones de iso-α-ácidos y etanol) pueden crecer en la cerveza, aunque las otras 
especies pueden sobrevivir en este producto durante largos periodos de tiempo. Asimismo, P. 
acidilactici y P. pentosaceus pueden aislarse y desarrollarse durante las fases iniciales de la 
maceración. Estas especies de pediococos producen una pérdida de calidad de la cerveza a causa de la 
denominada “enfermedad sarcina”, caracterizada por un exceso de acidez, turbidez sedosa, sedimento 
granular, filamentosidad y aparición de sabores y aromas anómalos debido a la producción de diacetilo 
y 2,3-butanodiol. Conviene destacar que estas alteraciones sólo se producen cuando el crecimiento de 
los pediococos es elevado y, por ello, la alteración más importante que causan estos microorganismos 
está relacionada con la producción de diacetilo. Además, estas especies pueden provocar un aumento 
del tiempo de fermentación y la disminución de la cantidad de levadura en suspensión. Finalmente, 
estos microorganismos son contaminantes de la levadura y presentan una gran resistencia a los 
productos de limpieza que se utilizan normalmente en las cervecerías y, por ello, son capaces de 
colonizar los equipos de producción que, a su vez, actuarán posteriormente como focos de infección 
(Jespersen y Jakobsen, 1996; Varnam y Sutherland, 1997; Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000; 
Hartnett et al., 2002; Sakamoto, 2002; Sakamoto y Konings, 2003; Vaughan et al., 2005). 
II.1.7.1.3. Otras bacterias Gram-positivas 
Además de las especies de los géneros citados anteriormente, Lactobacillus y Pediococcus, pueden 
aislarse de la cerveza especies pertenecientes a los géneros Lactococcus, Leuconostoc, Micrococcus y 
Staphylococcus. No obstante, estos microorganismos no se consideran alterantes comunes de la cerveza 
y no suelen crecer en ella aunque pueden sobrevivir durante largos periodos de tiempo. Micrococcus 
kristinae es el alterante más importante de estos géneros y constituye una especie atípica ya que puede 
crecer en cervezas con pequeñas concentraciones de etanol y lúpulo y con valores de pH superiores a 
4,5, incorporando a la cerveza un aroma afrutado y un sabor atípico (Jespersen y Jakobsen, 1996; 
Sanchís et al., 2000; Sakamoto, 2002; Sakamoto y Konings, 2003; Vaughan et al., 2005). 
II.1.7.2. ALTERACIONES PRODUCIDAS POR BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS 
En este grupo microbiano se incluyen, principalmente, los siguientes tipos de bacterias detectados 
en cervecería: microorganismos de los géneros Pectinatus, Megasphaera y Zymomonas, bacterias 
acéticas y enterobacterias. En los últimos años, las nuevas tecnologías cerveceras que excluyen de 
forma muy estricta el oxígeno durante gran parte del proceso de elaboración de la cerveza han 
provocado un aumento en el número de incidentes causados por microorganismos anaeróbicos estrictos 
pertenecientes a los géneros Pectinatus y Megasphaera y en los que la levadura de siembra actúa como 
una fuente continua de infección (Varnam y Sutherland, 1997; Hornsey, 1999). 
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II.1.7.2.1. Género Pectinatus 
Los microorganismos de este género son bacilos no esporulados y anaerobios estrictos que se 
presentan de forma aislada, en pareja y raramente en pequeñas cadenas. Existen dos especies que 
pueden causar alteración de la cerveza Pectinatus cerevisiiphilus y Pectinatus frisingensis, cuyo 
crecimiento se produce a 15−40ºC (óptimo a 32ºC), pH de 3,5−6 (óptimo de 4,5) y una concentración 
de etanol máxima del 4,5% (vol/vol). Estas bacterias producen grandes cantidades de ácido acético, 
ácido propiónico, ácido succínico y, en menor medida, ácido láctico. Asimismo, liberan cantidades 
considerables de sulfuro de hidrógeno, que en combinación con los ácidos grasos volátiles y no 
volátiles produce un olor nauseabundo (a huevos podridos) y la cerveza se vuelve turbia 
aproximadamente a los cinco días. No obstante, estos microorganismos son sensibles a tratamientos 
térmicos superiores a 58ºC y, afortunadamente, sólo afectan a cervezas no sometidas a pasteurización 
(Jespersen y Jakobsen, 1996; Satokari et al., 1997, 1998; Chihib et al., 1999; Hornsey, 1999; Sanchís et 
al., 2000; Sakamoto, 2002; Sakamoto y Konings, 2003; Vaughan et al., 2005). A este respecto, estas 
bacterias fueron responsables del 20−30% de los casos de alteración microbiana de cervezas no 
pasteurizadas producidas en Alemania durante el periodo 1980−1990 (Back et al., 1988; Back, 1994). 
II.1.7.2.2. Género Megasphaera 
En este género se incluyen microorganismos de morfología cocoide, no esporulados y anaerobios 
estrictos que se presentan en parejas y, ocasionalmente, en pequeñas cadenas. La única especie con 
capacidad para alterar la cerveza es Megasphaera cerevisiae, cuyo crecimiento se produce a 15−37ºC 
(óptimo a 28ºC), es sensible al etanol (> 2,8%, vol/vol) y a pH bajos (< 4,1). Este microorganismo 
posee la capacidad de alterar la cerveza ya elaborada mediante la producción de turbidez sedosa y 
olores desagradables (olor fecal) debido a la secreción de cantidades considerables de ácido butírico y, 
en menor cantidad, ácido caproico, ácido valérico, ácido isovalérico y acetoína (Jespersen y Jakobsen, 
1996; Satokari et al., 1998; Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000; Sakamoto, 2002; Sakamoto y 
Konings, 2003; Vaughan et al., 2005). En este sentido, estas bacterias fueron responsables del 3−7% de 
los casos de alteración microbiana de cervezas producidas en Alemania durante el periodo 1980−1990 
(Back et al., 1988; Back, 1994). 
II.1.7.2.3. Otras bacterias Gram-negativas 
Los microorganismos del género Zymomonas son bacilos cortos y gruesos, relacionados genética, 
fenotípica y ecológicamente con las bacterias acéticas, se presentan de forma aislada o en parejas, son 
anaerobios, aunque toleran bajas concentraciones de oxígeno, y toleran pH bajos (> 3,4) y altas 
concentraciones de etanol (8−10%, vol/vol) e iso-α-ácidos. De las tres subespecies de Zymomonas 
mobilis descritas, la única que puede causar alteración en la cerveza es Zymomonas mobilis subesp. 
mobilis, que suele ser un contaminante de cervezas con “priming” (cervezas que se les añade glucosa 
en el producto final) y provoca la alteración más grave, pero poco frecuente, de las cervezas tipo “ale”. 
La alteración que produce en la cerveza se caracteriza por una turbidez densa y un olor desagradable 
debido a la producción de sulfuro de hidrógeno, acetaldehído y pequeñas cantidades de dimetilsulfuro 
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y dimetil disulfuro. La presencia de este microorganismo está asociada con fallos en la limpieza de los 
barriles de cervezas tipo “ale” y, de forma general, no se aísla de la levadura de siembra. Conviene 
destacar que esta alteración no se ha descrito nunca en cervezas tipo “lager” ya que las bajas 
temperaturas de las fermentaciones correspondientes no son favorables para el crecimiento de Z. 
mobilis (Jespersen y Jakobsen, 1996; Varnam y Sutherland, 1997; Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000; 
Sakamoto, 2002; Sakamoto y Konings, 2003; Vaughan et al., 2005). 
Las bacterias acéticas pertenecen a la familia Acetobacteriaceae y comprenden dos géneros 
principales Acetobacter y Gluconobacter. El género más importante en cervecería es Acetobacter y las 
especies Acetobacter pasteurianus y Acetobacter aceti. Estos microorganismos son aerobios obligados, 
se presentan aislados, en parejas o cadenas y su crecimiento en la cerveza se caracteriza por la 
formación de películas o cubiertas de tipo grasiento, turbidez, acetificación (agriado) y, en algunas 
ocasiones, depósitos y viscosidad a causa de la formación de dextranos y levanos. Estos 
microorganismos sobreviven a la fermentación y pueden aislarse del inóculo de levadura, no obstante, 
las fuentes normales de contaminación son los equipos de almacenamiento, filtración y llenado de la 
cerveza. A pesar de ello, las bacterias acéticas no son consideradas un gran problema para las 
cervecerías ya que son aerobios obligados (Jespersen y Jakobsen, 1996; Varnam y Sutherland, 1997; 
Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000; Sakamoto, 2002; Sakamoto y Konings, 2003; Vaughan et al., 
2005). 
Las enterobacterias pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y son anaerobios facultativos 
(crecen en presencia y ausencia de oxígeno). Estas bacterias no toleran el etanol y no pueden crecer en 
un medio con pH inferior a 4,3 y, por ello, no pueden causar alteraciones en la cerveza terminada. Sin 
embargo, estos microorganismos pueden ser potentes alterantes del mosto, si se almacenan durante 
largos periodos de tiempo antes de inocular la levadura, ya que crecen rápidamente y producen 
dimetilsulfuro, compuestos fenólicos y diacetilo. Asimismo, pueden aparecer en las primeras etapas de 
la fermentación produciendo sabores y olores extraños (afrutado) e inhibición del crecimiento de la 
levadura cervecera. Las especies más importantes son Obesumbacterium proteus, Enterobacter 
agglomerans, Citrobacter freundii y Klebsiella spp. en las que la principal fuente de contaminación 
son la cebada, malta, el agua y lúpulo. Algunas de estas especies pueden reducir el nitrato a nitrito, lo 
que constituye una posible causa del incremento de los niveles de nitrosaminas en la cerveza. 
(Jespersen y Jakobsen, 1996; Varnam y Sutherland, 1997; Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000; 
Maugueret y Walker, 2002; Sakamoto y Konings, 2003; Vaughan et al., 2005; Koivula et al., 2006). 
Además de las especies citadas anteriormente, pueden aislarse de la cerveza otras bacterias Gram-
negativas, entre las que destacan: (i) Selenomonas lacticifex, microorganismo anaerobio estricto que se 
aísla de la levadura de siembra, (ii) microorganismos de los géneros Alcaligenes, Acinetobacter, 
Flavobacterium y Pseudomonas, de metabolismo estrictamente respiratorio que se aíslan del mosto, no 
obstante, no se conocen alteraciones del proceso o del producto provocadas por estos microorganismos 
y (iii) Zymophilus raffinosivorans y Zymophilus paucivorans, aunque sólo la primera especie es 
alterante de cervezas con un pH superior a 4,3 y una concentración de etanol inferior a 5% (vol/vol) 
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(Jespersen y Jakobsen, 1996; Hornsey, 1999; Sanchís et al., 2000; Sakamoto, 2002; Sakamoto y 
Konings, 2003; Vaughan et al., 2005). 
II.1.7.3. ALTERACIONES PRODUCIDAS POR LEVADURAS SALVAJES 
Las levaduras que no siendo cepas de la levadura cervecera o de siembra se encuentran o se aíslan 
en el proceso de cervecería, principalmente durante la fermentación y en la cerveza terminada, se 
denominan levaduras salvajes. También se han definido como las levaduras que no se emplean 
deliberadamente en el proceso y cuyo desarrollo no está completamente controlado. Estas levaduras 
constituyen un peligro para la industria cervecera debido a su dificultad para detectarlas y, a diferencia 
de las bacterias, su resistencia a los lavados sucesivos de la levadura de siembra con soluciones ácidas. 
Conviene destacar que en cervecería los pasos o etapas previas a la ebullición del mosto son 
considerados de poca importancia como fuente de levaduras salvajes debido a que ninguna de ellas son 
lo suficientemente termorresistentes para sobrevivir a una ebullición (Varnam y Sutherland, 1997; 
Sanchís et al., 2000; Vaughan et al., 2005). 
Las levaduras de los géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, Torulaspora y Zigosaccharomyces 
son similares desde el punto de vista bioquímico y, por ello, capaces potencialmente de competir con 
las cepas cerveceras de Saccharomyces spp. A excepción de las levaduras “asesinas” (del inglés killer), 
las levaduras contaminantes tienen un bajo o nulo efecto frente a las levaduras cerveceras, aunque 
algunas de ellas son capaces de crecer a un ritmo ligeramente superior a éstas y pueden aumentar 
significativamente su concentración en la levadura de siembra tras sucesivas reutilizaciones. Sin 
embargo, las levaduras “asesinas” son capaces de matar a las levaduras cerveceras sensibles, llegando a 
ser dominantes en la fermentación por sustitución de la levadura cervecera y provocando sabores 
extraños, turbidez, exceso de gas, etc. (Sanchís et al., 2000; Vaughan et al., 2005). 
La floculación (habilidad de las levaduras para adherirse en flóculos y sedimentar rápidamente en 
el medio en que estén suspendidas) es una propiedad importante de las levaduras cerveceras. Muchas 
levaduras salvajes no floculan y permanecen en la cerveza, aún después de haber floculado la levadura 
cervecera, provocando turbidez además de sabores extraños y no deseables. Asimismo, Sc. cerevisiae 
puede causar alteración durante una fermentación tipo “lager” y Sc. pastorianus durante una 
fermentación tipo “ale”. Además de estas alteraciones, los efectos alterantes de las principales 
levaduras salvajes encontradas en cervecería son los siguientes (Jespersen y Jakobsen, 1996; Hornsey, 
1999; Sanchís et al., 2000; Vaughan et al., 2005): 
1. Géneros Hanseniaspora, Saccharomyces, Kluyveromyces, Zygosaccharomyces, Torulaspora, 
Kloeckera y Candida. Producen fermentaciones no esperadas, turbidez y sabores extraños. 
2. Géneros Dekkera y Brettanomyces. Producen ácido acético y turbidez. Son levaduras fermentativas 
que requieren oxígeno para crecer y cuya presencia en las cervezas tipo “lambic” es primordial. 
3. Géneros Debaryomyces, Pichia y Candida. Producen turbidez y sabor a levadura o a éster y, a 
menudo, forman una película o “biofilm” que se fragmenta produciendo escamas o sedimentos. 
Estas levaduras crecen en la cerveza únicamente bajo condiciones aeróbicas y la especie Pichia 
membranaefaciens es la levadura alterante no fermentativa más frecuente en cervecería. 
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En general, la contaminación por levaduras salvajes tiene su origen en la levadura de siembra, 
sup tar esta erficies del equipo (por ej.: tuberías y paredes de los tanques), aire y agua. Para evi
contaminación, la planta de procesado debe presentar superficies internas lisas y las partes del equipo 
que rse  están en contacto con la cerveza deben limpiarse con soluciones ácidas y esteriliza
inmediatamente después de cada fermentación. No obstante, en las industrias cerveceras, de forma 
preventiva, se reemplaza rutinariamente la levadura de siembra después de un número determinado o 
pref
II.1.
ijado de fermentaciones sucesivas (Sanchís et al., 2000). 
8. CONTROL DE LA CALIDAD MICROBIOLÓGICA EN CERVECERÍA 
El control de la calidad microbiológica en una cervecería se lleva a cabo mediante el Análisis de 
Peligros y Puntos de Control Crítico (APPCC) y su objetivo es garantizar la estabilidad organoléptica 
de la cerveza ya que en esta bebida, en principio, no se encuentran microorganismos patógenos. A este 
respecto, el control y la garantía de la calidad en las cervecerías afecta a cuatro aspectos principales: (i) 
la idoneidad de la limpieza de la planta, que debe realizarse después de cada ciclo de producción, (ii) la 
aceptabilidad de las materias primas, mediante la realización de análisis de laboratorio, (iii) el estado 
del mosto y de la cerveza durante su producción, mediante la realización de análisis químicos y 
microbiológicos, y (iv) las propiedades de la cerveza final, mediante la realización de análisis 
químicos, microbiológicos y sensoriales para comprobar que la cerveza cumple las especificaciones 
marcadas. Por otra parte, según el manual “Methods of Analysis” del “Institute of Brewing” del Reino 
Unido (Anónimo, 1997), los principales puntos críticos de control en el proceso de fabricación de la 
cerveza son el tratamiento del agua, la propagación de la levadura previa a ser inoculada en el 
fermentador, la fermentación, la manipulación de la levadura reutilizada y los procesos de filtración, 
esterilización y pasteurización. Según este manual, las fases de producción del mosto no se consideran 
peligrosas desde el punto de vista microbiológico, así pues, al mosto hervido se le considera libre de 
microorganismos peligrosos para la cerveza y los pocos que hayan podido sobrevivir a la ebullición no 
pueden crecer bien en el producto en proceso o terminado. Así pues, se considera que los 
microorganismos alterantes pueden proceder de las superficies de los equipos o materias que después 
de la ebullición entran en contacto con el mosto, la levadura y cerveza a lo largo del proceso 
(Anónimo, 1997). 
Conviene destacar que la industria cervecera utiliza el dióxido de azufre y sus sales (sulfitos) como 
conservantes químicos y antioxidantes a una dosis máxima de 10−12 ppm debido a que la dosis 
máxima residual de estos compuestos no puede superar los valores de la Tabla II.1, no obstante, se 
tiene constancia desde hace tiempo de que su presencia en la cerveza puede originar en algunos 
consumidores reacciones adversas como choque anafiláctico, reacciones asmáticas, urticaria, náuseas, 
dolores abdominales y diarrea (Gall et al., 1996). Por otra parte, mediante el lavado ácido de la 
levadura y/o el empleo de NisA pueden eliminarse algunas de las bacterias alterantes de la cerveza, y la 
pasteurización o filtración permite reducir o eliminar los microorganismos no deseados. Por ello, los 
medios principales para evitar la proliferación de microorganismos son las medidas preventivas que se 
incluyen dentro de las buenas prácticas de fabricación, complementadas con un adecuado diseño y las 
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correctas medidas higiénicas de las instalaciones. A pesar de todo, es imposible trabajar en condiciones 
estériles en un entorno industrial y, por ello, la determinación de la carga microbiológica durante el 
proceso de elaboración de la cerveza sirve para averiguar si las medidas preventivas están cumpliendo 
el objetivo de eliminar o reducir los riesgos microbiológicos a niveles aceptables (Sanchís et al., 2000). 
De forma general, para determinar esta carga microbiológica pueden emplearse métodos 
microbiológicos y métodos genéticos e inmunoquímicos. 
II.1.8.1. MÉTODOS MICROBIOLÓGICOS 
Los análisis microbiológicos que se emplean para la detección de los microorganismos alterantes 
de la cerveza se basan en la siembra de las muestras, obtenidas durante el proceso de elaboración de la 
cerveza, en un medio nutritivo y su incubación en unas condiciones definidas de tiempo, temperatura, 
etc. Actualmente, no existe ningún método capaz de detectar todos los microorganismos alterantes en 
un solo análisis y, además, el desarrollo de microorganismos en un medio de cultivo no implica que 
éstos sean alterantes. Por ello, se requiere el aislamiento e identificación de los diferentes 
microorganismos mediante pruebas bioquímicas, fisiológicas y morfológicas (Sanchís et al., 2000; 
Thelen et al., 2004). 
Los medios de cultivo más sencillos empleados para la determinación de microorganismos 
alterantes de la cerveza se basan en los productos del proceso como el mosto a un pH 5,5 y/o la cerveza 
(con el etanol añadido después de la esterilización) a un pH 4,3 aproximadamente. Los 
microorganismos aislados de productos de cervecería deberían desarrollarse en estas condiciones, no 
obstante, estos medios son variables en calidad y su preparación es muy costosa. Por ello, la industria 
cervecera utiliza medios de cultivo comercializados debido a que su calidad es mucho más constante, 
están optimizados y, además, existen numerosos medios que permiten el desarrollo de los diferentes 
microorganismos alterantes de la cerveza (Sanchís et al., 2000). 
II.1.8.1.1. Medios de cultivo para la detección de bacterias lácticas 
Actualmente, en la industria cervecera se emplean numerosos medios para la detección de 
Lactobacillus spp. y Pediococcus spp., entre los que destacan los siguientes: (i) MRS (del inglés De 
Man, Rogosa y Sharpe) suplementado con maltosa o cerveza; (ii) NBB (del alemán Nährboden für 
Bierschädlingen Bakterien) que permite el desarrollo rápido de lactobacilos y pediococos, no obstante, 
también permite el desarrollo de bacterias de los géneros Pectinatus y Megasphaera y (iii) Raka Ray 
Nº3. Asimismo, existen otros medios de menor interés para la detección de bacterias lácticas como el 
UBA (del inglés Universal Beer Agar), el HLP (del inglés Hsu´s Lactobacillus and Pediococcus 
medium) y el VLB S7-S (del alemán Versuchs- und Lehranstalt für Brauerei). De forma general, estos 
medios de cultivo se suplementan con ciclohexamida (Actidione®), para inhibir el desarrollo de 
levaduras y mohos, y/o 2-feniletanol, para inhibir el desarrollo de bacterias Gram-negativas. Conviene 
destacar que ninguno de estos medios permite el desarrollo de todas las cepas de lactobacilos y 
pediococos, no obstante, su combinación permite la detección de la mayoría de las bacterias lácticas 
alterantes de la cerveza (Jespersen y Jakobsen, 1996; Sanchís et al., 2000; Sakamoto, 2002; Sakamoto 
y Konings, 2003; Suzuki et al., 2008). 
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II.1.8.1.2. Medios de cultivo para la detección de Pectinatus spp. y Megasphaera spp. 
El medio específico que se emplea en la industria cervecera para la detección de bacterias 
pertenecientes a los géneros Pectinatus y Megasphaera es el SMMP (del inglés Selective Medium for 
Megasphaera and Pectinatus), que está compuesto por cerveza y suplementado con un 1,0% (m/vol) 
de extracto de levadura, lactato y peptona, agentes reductores, 20 ppm de ciclohexamida, 25 ppm de 
violeta de cristal y 5 ppm de fusidato de sodio para inhibir el desarrollo de las bacterias Gram positivas. 
La perdida de especificidad de este medio, debida a la posible evaporación del etanol de la cerveza, 
puede prevenirse mediante la adición periódica de este compuesto al medio. Además, existen otros 
medios menos selectivos para la detección de estas bacterias como: (i) MRS concentrado, (ii) cerveza 
suplementada con peptona, extracto de levadura, fructosa y tioglicato, (iii) el LL-Agar y (iv) el UBA, 
NBB y Raka-Ray Nº3 empleados para análisis rutinarios en las cervecerías (Jespersen y Jakobsen, 
1996; Sakamoto, 2002; Sakamoto y Konings, 2003). 
II.1.8.1.3. Medios de cultivo para la detección de otras bacterias 
Para la detección de Zymomonas spp. la industria cervecera emplea el medio sólido MYGP, que 
está compuesto por extracto de malta y levadura, glucosa y peptona (se ajusta el pH a 4,0 con ácido 
láctico), suplementado con 20 ppm de ciclohexamida y 3% de etanol (vol/vol). Además, puede 
utilizarse un medio líquido compuesto por glucosa, fructosa y extracto de levadura (se ajusta el pH a 
4,0 con ácido láctico), suplementado con 100 ppm de ciclohexamida (Anónimo, 1981; Jespersen y 
Jakobsen, 1996). 
Por otra parte, para la detección de bacterias acéticas se utilizan los medios sólidos, suplementados 
con ciclohexamida (20 ppm), GYECC (del inglés Glucose Yeast Extract Calcium Carbonate), WLN 
(del inglés Wallerstein Laboratory Nutrient) y WLN suplementado con 2% de etanol (vol/vol). El 
medio WLN posee verde de bromobenceno (22 mg/l) lo que permite la identificación de estas bacterias 
por su coloración verde (Bartowsky et al., 2003). Asimismo, para la detección de enterobacterias el 
manual “The European Brewing Convention” recomienda utilizar el medio MacConkey-Agar 
suplementado con 10 ppm de ciclohexamida (Anónimo, 1981; Jespersen y Jakobsen, 1996). 
II.1.8.1.4. Medios de cultivo para la detección de levaduras salvajes 
Actualmente, la industria cervecera posee diversos medios de cultivo para detectar la presencia de 
levaduras salvajes, no obstante, ninguno de estos medios permite la detección de todas ellas. El medio 
WLN es uno de los más utilizados para detectar estas levaduras debido a que permite su desarrollo, 
aunque debe suplementarse con un bactericida (por ej.: tetraciclina o cloranfenicol) que inhiba 
totalmente el crecimiento bacteriano. Por otra parte, para la diferenciación entre Saccharomyces spp. de 
las especies no Saccharomyces spp. puede emplearse un medio de cultivo específico que posee lisina 
como única fuente de nitrógeno, ya que no permite el desarrollo de levaduras pertenecientes al género 
Saccharomyces. Asimismo, para detectar la presencia de levaduras “ale” en una fermentación “lager” 
puede utilizarse el medio sólido MYGP a 37ºC debido a que en estas condiciones sólo pueden 
desarrollarse levaduras “ale” y algunas levaduras salvajes. Por el contrario, la utilización de un medio 
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de cultivo específico que posee melibiosa como única fuente de carbono permite la detección de 
levaduras “lager” en una fermentación “ale”. Por último, otros medios de menor interés para la 
detección de levaduras salvajes son el WA (del inglés Wort-Agar) suplementado con violeta de cristal, 
el SDM (del inglés Schwarz Differential Medium) y el LWYM (del inglés Lin´s Wild Yeast Medium) 
(Jespersen y Jakobsen, 1996; Hornsey, 1999). 
Conviene destacar que la utilización de estos medios de cultivo requiere largos periodos de 
incubación para obtener los resultados. No obstante, existen métodos microbiológicos más rápidos para 
la detección de levaduras contaminantes, entre los que destaca el que se emplea para detectar cepas 
salvajes de Saccharomyces spp. que producen malos sabores y olores fenólicos. La producción de estos 
compuestos está regulada por un gen único POF1, presente en las cepas salvajes de Saccharomyces 
spp. aisladas de cervecería. La incubación de estas levaduras en mosto lupulado estéril suplementado 
con ácido ferúlico permite la liberación de un aroma similar a un clavo (Hornsey, 1999). Por otra parte, 
el análisis de esporulación es un método tradicional empleado para la detección de levaduras salvajes, 
en el que la muestra de levadura se encuentra en un papel de filtro húmedo y se expone directamente a 
acetato de potasio o sodio, o se crece en un medio que le contiene, lo que induce la formación de 
esporas en la levadura que pueden observarse al microscopio. De forma general, las levaduras 
cerveceras no producen esporas o las producen en menor número que las levaduras salvajes (Jørgensen, 
1948; Jespersen y Jakobsen, 1996). 
II.1.8.2. MÉTODOS GENÉTICOS E INMUNOQUÍMICOS 
Las técnicas microbiológicas descritas permiten la detección de números muy bajos de 
microorganismos en un producto cervecero, sin embargo, como se mencionó anteriormente, los 
resultados se obtienen después de varios días de incubación (3−6 días) y, por ello, la investigación de 
métodos más rápidos es un objetivo prioritario de las industrias cerveceras (Yasui y Yoda, 1997b; 
Satokari et al., 1998; Maugueret y Walker, 2002; March et al., 2005; Koivula et al., 2006). 
De forma general, una técnica de detección debería poseer las siguientes características: (i) rapidez 
en la obtención del resultado, (ii) bajo umbral de detección, (iii) elevada selectividad, (iv) posibilidad 
de distinguir entre células viables e inviables, (v) bajo coste, (vi) elevada capacidad de procesamiento 
de muestras por persona y día y/o (vii) aplicabilidad tanto a cerveza filtrada como sin filtrar. A pesar de 
que ninguna técnica analítica cumple todos estos requisitos, las técnicas que se emplean en cervecería 
pueden clasificarse en tres grupos con base en: (i) la detección directa de los microorganismos, (ii) la 
detección indirecta de sus subproductos o de la modificación del medio debido a su actividad y/o (iii) 
la detección de alguno de sus componentes celulares (Sanchís et al., 2000). 
II.1.8.2.1. Técnicas basadas en la detección directa de los microorganismos 
Algunos colorantes fluorescentes poseen la capacidad de unirse selectivamente a los 
microorganismos vivos y, por ello, se han desarrollado diversas técnicas para la detección de los 
microorganismos alterantes de la cerveza, entre las que destacan las siguientes (Yasui y Yoda, 1997b; 
Sanchís et al., 2000; Thelen et al., 2004; March et al., 2005; Suzuki et al., 2006): 
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1. Técnica de epifluorescencia directa sobre filtro (DEFT, del inglés Direct Epifluorescent Filter 
Technique), que no puede aplicarse a cerveza sin filtrar y posee pocas aplicaciones en los análisis 
rutinarios ya que no permite distinguir entre células viables e inviables. 
2. Técnica de fluorescencia de microcolonias sobre filtros de membrana (MMCF, del inglés 
Membrane Filter Microcolony Fluorescence Method), que permite diferenciar entre células viables 
e inviables, no obstante, el protocolo es muy laborioso y requiere 24−48 h de incubación. 
caciones en el medio 
deb
II.1.8.2.2. Técnicas basadas en la detección de subproductos o de modifi
idas a la actividad de los microorganismos 
Entre estas técnicas se encuentran la medida de la conductancia/impedancia y la medida del pH, 
que se caracterizan por su menor sensibilidad y por necesitar un tiempo mayor para la obtención de 
resultados que las otras técnicas citadas debido a que los microorganismos deben alcanzar la fase 
logarítmica para producir cantidades de subproducto detectables o variaciones medibles en el medio. A 
este respecto, el análisis de subproductos metabólicos por cromatografía de gases se ha aplicado a los 
ped e producen dimetilsulfuro iococos que producen diacetilo y a las bacterias Gram-negativas qu
(Sanchís et al., 2000). 
.8.2.3. Técnicas basadas en la detección de determinados componentes celulares 
.8.2.3.1. Técnicas inmunoquímicas 
II.1
II.1
La posibilidad de producir anticuerpos policlonales o monoclonales específicos frente a los 
microorganismos alterantes de la cerveza presenta un gran potencial ya que permite la detección e 
identificación de los microorganismos en un único análisis. Además, esta técnica puede combinarse 
con el empleo de la fluorescencia, observación microscópica previa concentración de la muestra, 
citometría de flujo o los biosensores en FIA (del inglés Flow Injection Analysis). Los principales 
inconvenientes de esta técnica son que no permite diferenciar entre microorganismos viables e 
inviables y que, ocasionalmente, pueden producirse falsos positivos y negativos (Sanchís et al., 2000). 
No obstante, en la actualidad existen diversos anticuerpos monoclonales específicos frente a bacterias 
lácticas alterantes de la cerveza (Yasui et al., 1992, 1995; Yasui y Yoda, 1997a, b; Tsuchiya et al., 
2000; Nakakita et al., 2002; March et al., 2005). 
II.1.8.2.3.2. Técnicas basadas en la detección de ácidos nucleicos 
Estas técnicas se basan, principalmente, en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés 
Polymerase Chain Reaction) que permite amplificar específicamente pequeñas cantidades de ADN in 
vitro mediante la utilización de una enzima ADN polimerasa que es estable a altas temperaturas. El 
empleo de esta técnica permite detectar una sola célula presente en la muestra, además de detectar e 
identificar bacterias y levaduras alterantes de cerveza. Para ello, se utilizan oligonucleótidos 
(cebadores) específicos para cada microorganismo alterante, que se obtienen de sus secuencias de ARN 
específicas ya que el ARN está presente en mayor cantidad que las secuencias génicas 
correspondientes, y permite detectar la presencia de organismos viables. Está técnica presenta las 
ventajas de su gran especificidad y sensibilidad, y los inconvenientes de que debe conocerse las 
Antonio Basanta Díaz 60
II. Introducción 
secuencias del ADN específicas de cada grupo de microorganismos de interés en cervecería, diseñarse 
los cebadores adecuados, comprobarse que no reaccionan frente a otros microorganismos presentes en 
las muestras reales y, además, si se detecta ADN no puede distinguirse entre microorganismos viables 
e inviables (Sanchís et al., 2000). Actualmente, existen cebadores específicos frente a: (i) las fracciones 
5S y 16S del ARNr de bacterias lácticas alterantes de la cerveza (DiMichele y Lewis, 1993; Tsuchiya 
et al., 1994; Taguchi et al., 1995; Tompkins et al., 1996; Sami et al., 1997b; Yasui et al., 1997; Fujii et 
al., 2005); (ii) la fracción 16S del ADNr de bacterias pertenecientes a los géneros Pectinatus y 
Megasphaera (Satokari et al., 1997, 1998); (iii) la fracción 16S del ADNr y ARNr de O. proteus 
(Maugueret y Walker, 2002; Koivula et al., 2006) y (iv) los genes que confieren resistencia al lúpulo de 
las bacterias lácticas alterantes de la cerveza (horA, horB, horC y ORF5) (Sami et al., 1997b; Suzuki et 
al., 2005b, 2006) 
II.1.8.2.3.3. Técnica basada en la bioluminometría 
Esta técnica se basa en que todos los microorganismos vivos contienen ATP, molécula responsable 
de transportar y almacenar la energía en los seres vivos. Este compuesto puede obtenerse mediante un 
reactivo específico y a través de un complejo enzimático de luciferín-luciferasa de luciérnaga se 
cataliza una reacción de bioluminiscencia en la que a partir de ATP y en presencia de oxígeno se 
obtiene luz que se detecta en un espectrofotómetro. La luz es proporcional a la cantidad de ATP 
presente en los microorganismos y los resultados se obtienen de forma instantánea. El umbral de 
detección de este método es inferior al de otras técnicas, sin embargo, presenta los inconvenientes de 
que no permite distinguir el tipo de microorganismo (alterante o no) y sólo puede utilizarse para 
cervezas filtradas. Así pues, esta técnica debe combinarse necesariamente con un paso previo de 
filtración e incubación de la muestra a analizar (Sanchís et al., 2000; Takahashi et al., 2000; Nakakita 
et al., 2002). 
Debido a las alteraciones de la cerveza durante su elaboración y almacenamiento (sección II.1.7), 
resulta de gran interés la investigación de nuevas metodologías que permitan minimizar el riesgo de 
alteración microbiana de la cerveza. En este contexto, dado que la seguridad e inocuidad de las 
bacterias lácticas asociadas a los alimentos se ha aceptado durante mucho tiempo, se ha sugerido su 
empleo y/o el de sus metabolitos como bioconservantes, para que, formando parte de un sistema de 
“barreras” u “obstáculos” (Cleveland et al., 2001; Deegan et al., 2006), permitan garantizar la 
seguridad y la calidad higiénica, y prolongar la vida útil de los alimentos que se consumen (Horn et al., 
1998; Cleveland et al., 2001; Vaughan et al., 2005; Deegan et al., 2006). De las sustancias 
antimicrobianas producidas por las bacterias lácticas, las bacteriocinas (péptidos antimicrobianos de 
síntesis ribosomal que se sintetizan con o sin modificaciones postraduccionales) son las más 
interesantes tecnológicamente debido a su posible utilización como bioconservantes alimentarios para 
inhibir el desarrollo de microorganismos alterantes y patógenos de los alimentos, y que permitirían 
obtener productos más naturales, más saludables y con menos aditivos químicos (Nes et al., 1996; 
Cintas y Casaus, 1998; Cintas et al., 2001; Cleveland et al., 2001; O´Sullivan et al., 2002a; Ross et al., 
2002; Deegan et al., 2006). 
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II.2. PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS DE SÍNTESIS RIBOSOMAL: BACTERIOCINAS 
II.2.1. PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS DE SÍNTESIS RIBOSOMAL 
Los péptidos con actividad antimicrobiana se encuentran ampliamente distribuidos en la 
naturaleza, siendo producidos por una gran variedad de organismos, entre los que se incluyen animales 
vertebrados e invertebrados (mamíferos, aves, anfibios, peces, crustáceos e insectos), plantas y 
microorganismos (bacterias, hongos y estreptomicetes), en los que constituyen la primera línea de 
defensa natural y forman parte de su inmunidad innata (Hancock et al., 1995; Nissen-Meyer y Nes, 
1997; Hancock y Chapple, 1999; Dutton et al., 2002; Diep y Nes, 2002; Papagianni, 2003). Entre las 
propiedades que los convierten en péptidos antimicrobianos defensivos efectivos destacan: (i) su 
toxicidad selectiva, es decir, capacidad de distinción entre células productoras y células diana, (ii) su 
acción antibiótica rápida, (iii) su espectro antibacteriano amplio y (iv) su baja inducción de aparición 
de resistencias microbianas (Matsuzaki, 1999). Hasta la fecha, se han descrito y caracterizado una gran 
variedad de péptidos antimicrobianos que, según su mecanismo de biosíntesis, se clasifican en dos 
grandes grupos: (i) péptidos de síntesis no ribosomal, entre los que se incluyen diversos antibióticos 
(por ej.: polimixinas, bacitracinas y glicopéptidos) producidos por bacterias, hongos y estreptomicetos 
y (ii) péptidos de síntesis ribosomal, producidos por multitud de especies animales, vegetales y 
bacterianas (denominados, en este último caso, bacteriocinas) (Hancock et al., 1995; Epand y Vogel, 
1999; Hancock y Chapple, 1999; Dutton et al., 2002; Lüders et al., 2003). La mayoría de los péptidos 
antimicrobianos de organismos eucariotas superiores son producidos por las mucosas y superficies 
corporales y, en el caso de los anfibios, se sintetizan en glándulas especiales (Zasloff, 1987; Kreil, 
1994). En los mamíferos, estos péptidos se encuentran en los gránulos de los fagocitos (Lehrer et al., 
1993; Boman, 1995), mientras que en los insectos están localizados en la hemolinfa (Boman, 1995). 
De forma general, los péptidos antimicrobianos de síntesis ribosomal muestran una escasa 
homología en su estructura primaria, sin embargo, tienen en común su pequeño tamaño molecular 
(aprox., 20−60 aa) y su naturaleza catiónica y anfipática (presencia de regiones hidrofóbicas e 
hidrofílicas), responsable de su capacidad de interaccionar con las membranas citoplasmáticas de las 
células sensibles provocando su permeabilización/desestabilización (Nissen-Meyer y Nes, 1997; 
Matsuzaki, 1999; Riley y Wertz, 2002; Papagianni, 2003). 
Aunque tradicionalmente se ha considerado que la acción letal de los péptidos antimicrobianos de 
síntesis ribosomal se basa en la desestabilización de las membranas y su consiguiente despolarización, 
lo que conduce en última instancia a la muerte celular (Cleveland et al., 2001; Diep y Nes, 2002), se 
han descrito péptidos capaces de atravesar las membranas intactas e interaccionar con las dianas 
intracelulares (Nissen-Meyer y Nes 1997; Hancock y Rozek, 2002). A este respecto, se ha sugerido la 
existencia de diversas dianas potenciales en los microorganismos sensibles, tales como la membrana, la 
división celular, la síntesis de proteínas, ADN o ARN y la activación autolítica, y que cada uno de los 
péptidos antimicrobianos “selecciona” una o varias de ellas (Hancock y Rozek, 2002). 
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Por otra parte, los péptidos antimicrobianos de síntesis ribosomal producidos por células eucariotas 
y células procariotas (bacterianas) se diferencian en su actividad, espectro de acción y potencia. En 
primer lugar, la actividad de los péptidos antimicrobianos eucarióticos se dirige a bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas (actividad antimicrobiana) y, también, a células eucariotas (actividad 
quimiotáctica y proinflamatoria), mientras que, de forma general, los péptidos antimicrobianos 
bacterianos únicamente tienen una actividad antimicrobiana y un espectro de acción reducido, 
dirigiéndose principalmente a especies y géneros relacionados. En segundo lugar, los péptidos 
antimicrobianos bacterianos son activos a concentraciones del orden pico-nanomolar, por lo que su 
potencia es superior a la de los péptidos antimicrobianos eucarióticos, ya que éstos son activos a 
concentraciones del orden micromolar (Nissen-Meyer y Nes, 1997; Diep y Nes, 2002; Dutton et al., 
2002). 
La rápida emergencia de poblaciones bacterianas resistentes a numerosos antibióticos en especies 
con un elevado potencial patogénico ha incrementado el interés por el desarrollo de nuevos compuestos 
que proporcionen una protección más eficaz frente a las toxiinfecciones bacterianas y que puedan ser 
empleados en la industria alimentaria y farmacéutica (Bechinger, 1999; Epand y Vogel, 1999; Lohner y 
Prenner, 1999; Moll et al., 1999b; Pag y Sahl, 2002b; Twomey et al., 2002). Entre estos compuestos se 
encuentran los péptidos antimicrobianos naturales de síntesis ribosomal, particularmente los que 
ejercen actividad inmunológica, antitumoral, antifúngica y/o antivírica sin resultar hemolíticos ni 
citotóxicos para las células sanas de vertebrados (Bechinger, 1999). Aunque los péptidos 
antimicrobianos producidos por microorganismos eucariotas y procariotas se sintetizan y actúan en 
circunstancias muy diferentes, estos sistemas de defensa natural poseen elementos comunes a nivel 
molecular, por lo que la caracterización de los péptidos antimicrobianos eucarióticos puede resultar 
muy relevante en el estudio de los procarióticos, y viceversa, ya que permitiría optimizar su empleo 
independiente o conjuntamente en la industria alimentaria y farmacéutica (Nissen-Meyer y Nes, 1997; 
Diep y Nes, 2002). 
II.2.2. BACTERIOCINAS 
II.2.2.1. DEFINICIÓN 
El concepto de bacteriocina ha evolucionado paulatinamente desde que, durante la primera mitad 
del siglo XX, diversos investigadores describieron la asociación entre la actividad antimicrobiana de 
ciertos microorganismos y la producción de sustancias antimicrobianas y se propusiera el término 
“bacteriocina” para englobar las diferentes sustancias antimicrobianas de origen bacteriano del tipo de 
las colicinas, caracterizadas por: (i) su adsorción a receptores de membrana específicos, (ii) su 
actividad intraespecífica restringida a especies filogenéticamente próximas, (iii) su biosíntesis letal, (iv) 
su naturaleza proteica, (v) su modo de acción bactericida y (vi) la localización plasmídica de los 
determinantes genéticos que codifican su producción e inmunidad (Jacob et al., 1953). Posteriormente, 
a la vista de las diferentes características de las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-negativas 
y Gram-positivas, Tagg et al. (1976) las definieron como “sustancias antimicrobianas de naturaleza 
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peptídica y activas frente a bacterias con una estrecha relación filogenética con la especie productora”. 
Esta definición es válida únicamente para algunas bacteriocinas producidas por las bacterias lácticas, 
ya que algunas poseen actividad bactericida frente a microorganismos alejados taxonómicamente de las 
especies que las producen, por lo que Konisky (1982) propuso una definición más general, 
definiéndolas como “agentes antimicrobianos de naturaleza peptídica cuya síntesis no es letal para la 
célula productora”. En los últimos años, se ha producido un extraordinario avance en la investigación 
sobre las bacteriocinas de las bacterias Gram-positivas y, principalmente, de las bacterias lácticas, lo 
que ha permitido elucidar su estructura, sus características físico-químicas, su modo de acción, la 
localización de sus determinantes genéticos y los mecanismos de biosíntesis, procesamiento, transporte 
y regulación. Como consecuencia de todo ello, se han propuesto nuevas definiciones. Así pues, 
Klaenhammer (1988) las definió como “un grupo heterogéneo de compuestos antibacterianos de 
naturaleza proteica que varían en su espectro antimicrobiano, modo de acción, tamaño molecular, 
determinantes genéticos y características bioquímicas”. Por otra parte, Jack et al. (1995) las definieron 
como “un grupo heterogéneo de sustancias antimicrobianas bacterianas de síntesis ribosomal que se 
secretan al medio extracelular, con o sin modificaciones postraduccionales, y que poseen un espectro 
de acción antimicrobiano que puede ser reducido y limitado, al menos, a algunas cepas de su misma 
especie”. Por último, Stiles (1996) definió a las bacteriocinas como “sustancias cuyas únicas 
características comunes son su carácter proteico y su actividad antimicrobiana”.  
En definitiva, las bacteriocinas son péptidos o proteínas de síntesis ribosomal, con o sin 
modificaciones postraduccionales, producidos y secretados por bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, que poseen actividad antimicrobiana (bactericida o bacteriostática) (Joerger et al., 2000; 
O’Keeffe y Hill, 2000; Cintas et al., 2001; Hill y O’Keeffe, 2003; Gálvez et al., 2007). 
II.2.2.2. BACTERIOCINAS PRODUCIDAS POR BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS vs. 
BACTERIOCINAS PRODUCIDAS POR BACTERIAS GRAM-POSITIVAS 
La capacidad de producir bacteriocinas (bacteriocinogenicidad) es un rasgo fenotípico muy 
extendido entre las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, no obstante, las bacteriocinas 
producidas por ambos grupos de microorganismos poseen características diferentes, destacando las 
diferencias en su tamaño molecular, estructura, espectro y modo de acción, organización genética y 
mecanismos de secreción, inmunidad y regulación (Tabla II.4). 
II.2.2.2.1. Bacteriocinas producidas por bacterias Gram-negativas 
Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-negativas (Tabla II.4) constituyen un grupo 
heterogéneo de proteínas que varían en su tamaño molecular, dianas microbianas, modo de acción y 
mecanismos de inmunidad (Riley y Wertz, 2002). Dentro de este grupo heterogéneo, las bacteriocinas 
producidas por la familia Enterobacteriaceae son las mejor caracterizadas y se han clasificado en dos 
grupos principales: (i) grupo de las colicinas, que constituye el prototipo de bacteriocinas producidas 
por bacterias Gram-negativas y (ii) grupo de las microcinas (Pons et al., 2002; Gillor et al., 2005). Por 
otra parte, las piocinas constituyen otro grupo de bacteriocinas producidas por bacterias Gram-
negativas pertenecientes al género Pseudomonas (Michel-Briand y Baysse, 2002; Gillor et al., 2005). 
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Tabla II.4. Características principales de las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-negativas y 
Gram-positivas 
 Gram-negativasa Gram-positivas 
Tamaño molecular Generalmente grande (proteínas) 
Variable según modo de acción (5−80 kDa) 
Generalmente pequeñas (péptidos) 
Variable (2−35 kDa) 
Espectro de actividad Estrecho, generalmente reducido a especies 
estrechamente relacionadas filogenéticamente 
Generalmente restringido a bacterias Gram-
positivas 
Variable: reducido (por ej.: lactococcinas A, B 
y M) o amplio (por ej.: nisina, enterocina L50 
y pediocina PA-1) 
Producción Letal para la célula productora 
Regulada por genes de regulación de la célula 
No letal para la 
Ocas
productora (inducida por condiciones que 
inducen la respuesta SOS) 
regulació
Principal
célula productora 
ionalmente regulada por sistemas de 
n específicos para cada bacteriocina 
mente entre la fase exponencial de 
crecimiento y la fase estacionaria 
Org
Dominio C-terminal: lisis e inmunidad membrana 
Modo de acción Formación de poros en las membranas celulares 
Actividad nucleasa frente a ADN, ARNr y 
ARNt 
Generalmente a través de la formación de 
poros en las membranas celulares 
Clasificación Colicinas (25−80 kDa): subgrupo de colicinas 
formadoras de poros y colicinas con actividad 
nucleasa 
Microcinas (<10 kDa): clases I (<5 kDa) y II 
(7−10 kDa) 
Piocinas: tipos R, F y S 
Bacteriocinas activas frente a patógenos de las 
plantas: caratovoricina, serracina P y glicinicina 
Clase I (lantibióticos) (<5 kDa): subclases A y 
B 
Clase II (no lantibióticos) (< 10 kDa): 
subclases IIa, IIb y IIc 
Clase III (>30 kDa) 
aLas características se refieren principalmente al grupo de las colicinas (prototipo de bacteriocinas producidas por bacterias Gram-
negativas). Adaptado de Criado (2006). 
anización 
genética 
Gen estructural 
Gen de inmunidad 
Gen de lisis celular 
Gen(es) estructural(es) 
Gen(es) de modificaciones postraduccionales 
Gen de procesamiento 
Gen(es) de secreción 
Gen(es) de inmunidad 
Genes de regulación 
Localización de los 
genes 
Generalmente en plásmidos Plásmidos, cromosoma y transposones 
Transporte Generalmente a través de la lisis celular 
Ocasionalmente a través de transportadores del 
tipo ABC (del inglés ATP-Binding Cassette) 
Generalmente a través de transportadores del 
tipo ABC 
Ocasionalmente mediante el sistema Sec 
Presencia de 
dominios 
Dominio N-terminal: translocación 
Dominio central: unión al receptor 
Dominio N-terminal: unión a la membrana 
Dominio C-terminal: inserción en la 
Finalmente, existe un grupo de bacteriocinas, que no están totalmente caracterizadas, entre las que se 
encuentran la caratovoricina, serracina P y glicinicina A producidas por Erwinia carotovora subesp. 
carotovora, Serratia phymithicum y Xanthomonas campestris, respectivamente, que son activas frente 
a patógenos de las plantas, y que se encuentran en plásmidos y cromosomas (Fett y Maher, 1985; Heu 
et al., 2001; Nguyen et al., 2001; Jabrane et al., 2002; Holtsmark et al., 2008). 
Las colicinas son bacteriocinas producidas por Escherichia coli caracterizadas por: (i) su tamaño 
molecular relativamente grande (25−80 kDa); (ii) su producción mediada por condiciones de estrés 
(por ej.: niveles reducidos de oxígeno y nutrientes) que inducen la respuesta SOS; (iii) su síntesis 
generalmente letal para la célula productora; (iv) su interacción con las células diana a través de 
receptores específicos de la superficie celular, lo que determina la especificidad en el reconocimiento 
de la célula diana; (v) su estructura en dominios con un dominio N-terminal (implicado en la 
translocación de la bacteriocina al interior de la célula diana), un dominio central (implicado en la 
interacción con el receptor) y un dominio C-terminal (implicado en la lisis celular y la inmunidad); (vi) 
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la   localización plasmídica de las agrupaciones génicas que codifican su producción y (vii) son activas
fr E. coli y Salmo ertz, 2002; Papagianni, 2 al., 2005). A ente a cepas de nella (Riley y W 003; Gillor et 
e ge ucción de las colicinas son: (i) gen estructural, que ste respecto, los nes necesarios para la prod
c i a odifica la bacterioc na, (ii) gen de la inmunidad, que codifica una proteína que confiere inmunidad a l
célula productora me riordiante su unión a la colicina y la poste  inactivación de ésta y (iii) gen de lisis, 
que codifica una proteína implicada en la liberación de la colicina mediante la lisis de la célula 
p Según su licinas se agrup bgrupo de roductora.  modo de acción, las co an en dos subgrupos: (i) su
colicinas con actividad formadora de poros en la membrana celular, cuyo tamaño molecular varía entre 
449 y 629 aminoácid colicinas con activi  os, y (ii) subgrupo de dad nucleasa sobre moléculas de ADN,
A t, que inas cuyo tamaño moleculRNr y ARN  incluye colic ar varía entre 178 y 777 aminoácidos 
(J , 2000; 02; Papagianni, 2003; Goerger et al. Riley y Wertz, 20 illor et al., 2005). 
Asimismo, las microcinas son bacteriocinas producidas p  una producida por or E. coli (excepto
K ni r: (i) su tamaño o (<10 lebsiella pneumo ae) y caracterizadas po molecular relativamente pequeñ
kDa); (ii) su producción no inducida por el sistema SOS; (iii) su síntesis no letal para la célula 
productora; (iv) su se o exponencial; (v) su modo de creción generalmente durante la fase de crecimient
a ante la a ce del cción medi formación de poros en la membran lular o mediante desestabilización 
potencial de membra te a entero olicinas. na y (vi) espectro de acción, fren bacterias, más amplio que las c
A iene rt ades demás, conv destacar que las microcinas compa en generalmente ciertas propied
(termoestabilidad, re H sistencia a algunas proteasas, hidrofobicidad y resistencia a valores de p
e  las ba ) xtremos) con cteriocinas producidas por bacterias Gram-positivas (secciones II.2.2.2.2 y II.3.4
(Pons et al., 2002; Pa i, 2003; Gillor et al., 2005; Duqu rte, las pagiann esne et al., 2007a, b). Por otra pa
microcinas se agrupan en dos clases (I y II) se p noácidos modificados gún la resencia de ami
postraduccionalmente , J25 y D93) agrupa las microcinas de tamaño . La clase I (microcinas B17, C7
molecular <5 kDa, c su secuencia y que ejercen su actividad on modificaciones postraduccionales en 
a e ntimicrobiana sobre dianas intracelulares (Destoumieux-Garzón et al., 2002). Por el contrario, la clas
II (microcinas E492, L, V, H47 y 24) agrupa las microcinas de mayor tamaño molecular (7−10 kDa), 
sin modificaciones postraduccionales y cuya diana celular puede ser la membrana celular. Además, las 
microcinas de esta clase comparten muchas propiedades con las bacteriocinas de la clase IIa producidas 
por las bacterias lácticas (sección II.3.4.2), entre las que destacan: (i) su pequeño tamaño molecular; 
(ii) su termorresistencia; (iii) su hidrofobicidad; (iv) su síntesis como precursores inactivos 
(preprobacteriocina); (v) la presencia de extensiones N-terminales del tipo secuencia líder; (vi) su 
secreción mediante transportadores del tipo ABC; (vii) la ausencia de modificaciones 
postraduccionales y (viii) su actividad a nivel de membrana (Pons et al., 2002). 
Por otra parte, las piocinas son bacteriocinas producidas por Pseudomona aeruginosa 
caracterizadas por: (i) las agrupaciones génicas que codifican su producción se encuentran en el 
cromosoma y están constituidos por gen estructural, gen de inmunidad y en algunos casos gen de lisis; 
(ii) su expresión está inducida por agentes mutagénicos (por ej.: radiación ultravioleta, mitomicina C) 
que inducen la respuesta SOS y (iii) su espectro de acción es limitado frente a cepas de Ps. aeruginosa 
u otras bacterias Gram-negativas (por ej.: Neisseria y Haemophilus) (Duport et al., 1995; Michel-
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Briand y Baysse, 2002; Gillor et al., 2005). Según su estructura, las piocinas se agrupan en tres tipos 
(R, F y S): (i) las piocinas tipo R son cilindros huecos que actúan desestabilizando el potencial de 
membrana de la célula sensible (Kageyama, 1964); (ii) las piocinas tipo F son cañas no contráctiles con 
una estructura cuadrada en un extremo y una estructura fibrilar en el otro extremo (Kuroda y 
Kagiyama, 1983) y (iii) las piocinas tipo S son más pequeñas (similares a las colicinas), solubles, 
sensibles a las proteasas y cuyo modo de acción es mediante la formación de poros o con actividad 
nucleasa frente a ADN y ARN (Duport et al., 1995; Parret y de Mot, 2000). 
II.2.2.2.2. Bacteriocinas producidas por bacterias Gram-positivas 
Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-positivas son tan abundantes como las 
producidas por bacterias Gram-negativas, pero constituyen un grupo mucho más heterogéneo (Riley y 
Wertz, 2002). Las características diferenciales de las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-
positivas (Tabla II.4) son que: (i) su síntesis no es letal para la célula productora, ya que el transporte 
esta mediado generalmente por sistemas de transporte específicos y, ocasionalmente, por el sistema Sec 
(también denominado Ruta General de Secreción); (ii) su síntesis está mediada generalmente por 
sistemas de regulación específicos para cada bacteriocina; (iii) su producción está asociada 
generalmente al final de la fase exponencial de crecimiento y el comienzo de la fase estacionaria de 
crecimiento y (iv) su espectro de acción antimicrobiana es variable, pero generalmente está restringido 
a otras bacterias Gram-positivas (Riley y Wertz, 2002). De forma general, las bacteriocinas producidas 
por bacterias Gram-positivas se han agrupado en tres clases principales: (i) clase I (lantibióticos), en la 
que se incluyen las subclases Ia (lantibióticos elongados, flexibles y catiónicos) y Ib (lantibióticos 
globulares, aniónicos o neutros e hidrofóbicos); (ii) clase II (no lantibióticos), en la que se incluyen las 
subclases IIa (tipo pediocina), IIb (sistemas de dos péptidos), IIc (sin secuencia líder), IId (estructura 
cíclica) y IIe (otros) y (iii) clase III (Nes et al., 1996; Diep y Nes, 2002; Skaugen et al., 2003; Drider et 
al., 2006; Nes et al., 2007). El heterogéneo grupo de las bacteriocinas producidas por las bacterias 
lácticas, compuesto por diversas bacteriocinas adscritas a alguna de las tres clases descritas, constituye 
el prototipo de las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-positivas y sus características 
principales se describen en la sección II.3.4. 
II.2.2.3. BACTERIOCINAS vs. ANTIBIÓTICOS 
Tanto las bacteriocinas como los antibióticos son compuestos antimicrobianos capaces de 
controlar el crecimiento de determinados microorganismos, no obstante, ambos compuestos presentan 
diferencias en su composición, síntesis, espectro antimicrobiano, modo de acción, mecanismos de 
inmunidad y/o resistencia y toxicidad (Tabla II.5). Además, resulta importante diferenciar ambos 
grupos de compuestos, debido al potencial de las bacteriocinas producidas por las bacterias lácticas 
como bioconservantes alimentarios (secciones II.2.2.4.1 y II.3.4.10) y a que, en la mayoría de los 
países, se lleva a cabo un exhaustivo control de la presencia de antibióticos en los alimentos. 
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Tabla II.5. Diferencias principales entre las bacteriocinas y los antibióticos 
 Bacteriocinas Antibióticos 
Composición Proteica Variable, en ocasiones proteica 
Síntesis Metabolitos primarios 
Ribosomal, generalmente como 
precursores inactivos 
Metabolitos secundarios 
No ribosomal (complejos multi-
enzimáticos) 
Espectro de actividad 
antimicrobiana 
Variable 
Generalmente espectro reducido (especies 
relacionadas filogenéticamente) 
Variable 
Afectan a bacterias Gram-positivas y 
Gram-negativas y a células eucariotas 
Modo de acción Generalmente mediante la formación de 
poros en la membrana citoplasmática 
En ocasiones, inhiben la biosíntesis de la 
Inhiben diversas funciones celulares (por 
ej.: síntesis
proteínas, ADN 
pared bacteriana 
Requerimientos para la En ocasiones, receptores específicos o Rece
 de la pared bacteriana, 
y ARN) 
inter
ptores específicos 
acción con la célula diana moléculas “docking” (que facilitan su 
interacción con las dianas celulares de las 
células sensibles) 
Inmunidad de la célula 
productora 
Codificada por los genes de inmunidad No descrita 
Resistencia/Tolerancia Generalmente por modificaciones en la 
composición de la membrana 
Genes de resistencia específicos y 
transferibles, transportadores de 
resistencia a múltiples fármacos, 
mutaciones en las dianas celulares 
Toxicidad/Efectos colaterales No descritos Descritos 
Aplicación Alimentosa y clínica Clínica 
aLa aplicación de las bacteriocinas como bioconservantes alimentarios únicamente se ha propuesto para el grupo de las bacteriocinas 
producidas por las bacterias lácticas, habiéndose autorizado internacionalmente solamente la nisina y la pediocina como aditivo e 
ingrediente alimentario, respectivamente. Adaptado de Cleveland et al. (2001) y Nes et al. (2002). 
Entre las principales diferencias entre bacteriocinas y antibióticos se incluyen las siguientes 
(Cleveland et al., 2001; Nes et al., 2002; Gillor et al., 2005): 
1. Las bacteriocinas son péptidos o proteínas de síntesis ribosomal (sección II.3.4.2); mientras que los 
antibióticos (de naturaleza peptídica o no) son sintetizados únicamente mediante complejos 
multienzimáticos. 
2. Las bacteriocinas son generalmente metabolitos primarios (productos del metabolismo bacteriano 
generados durante la fase exponencial de crecimiento), cuya producción está regulada 
frecuentemente por un sistema de regulación de tres componentes (sección II.3.4.7.4); mientras que 
los antibióticos son metabolitos secundarios (productos del metabolismo bacteriano generados 
durante la fase estacionaria de crecimiento). 
3. El espectro de actividad antimicrobiana de las bacteriocinas es generalmente reducido, dirigiéndose 
principalmente a bacterias estrechamente relacionadas filogenéticamente con el microorganismo 
productor, exceptuando las bacteriocinas producidas por las bacterias lácticas con un espectro de 
acción amplio (sección II.3.4.3); mientras que los antibióticos tienen un espectro de actividad 
mucho más amplio. 
4. Cada bacteriocina tiene su propia proteína de inmunidad, cuyo gen está ligado genéticamente al 
gen estructural de la bacteriocina (sección II.3.4.7.2); mientras que los determinantes genéticos que 
codifican la resistencia a antibióticos no están ligados a los genes que codifican la maquinaria para 
la síntesis de los antibióticos y, además, se expresan independientemente. 
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II.2.2.4. APLICACIONES DE LAS BACTERIOCINAS 
A continuación, se d  brevemente diversas apli  diversas escriben caciones propuestas para
bacteriocinas. No obstante teriocinas as en la , el empleo de las bac  de las bacterias láctic
bioconservación de alimentos, por su gran potencial de aplicació stria alimentaria, se trata n en la indu
m ente en la sec
I stria alimen
ás detalladam ción II.3.4.10. 
I.2.2.4.1. Indu taria 
Hasta la fecha, se han propuesto múltiples aplicaciones de las bacterias lácticas 
b s et al., 2002a; acteriocinogénicas y/o su  bacteriocinas en los alimentos (Hugas, 1998; O´Sullivan 
Ryan et al., 2002; Chen y Guinane et al., 2005; Deegan et al., Hoover, 2003; Cotter et al., 2005b; 
2 2006; deriv u eficacia para inhibir el 006; Drider et al., Foulquié-Moreno et al., 2006) adas de s
d ar la presarrollo y/o elimin esencia de un gran número de microorganismos, principalmente bacterias 
patógenas y alterantes prese ’Sullivan et ntes en los alimentos (O al., 2002a; Työppönen et al., 2003; 
Cotter 006). De todas estas apl o en la et al., 2005b; Deegan et al., 2 icaciones, destaca su emple
bioconservación de alimentos (sección II.3.4.10) para: (i) mejora uridad higiénico-sanitaria de r la seg
lo  s alimentos y extender su vida útil, gracias a la inhibición del desarrollo de microorganismos
patógenos (p  cereus) y/o alterantes or ej.: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Bacillus
presentes en diversos alimentos (por ej.: quesos, embutidos, yogur, sopa, vegetales y bebidas) 
(McAuliffe et al., 1999; Morgan et al., 2001; Deegan et al., 2006) y (ii) mejorar la calidad y 
car cterísticas organolépticas de diversos alimentos (por ej.: quesos y vinos), gracias al control de la a
flora láctica que no forma parte del cultivo iniciador (flora NSLAB, del inglés Non-Starter Lactic Acid 
Bac 1996, 2001; Deegan et al., 2006). Por otra parte, conviene destacar el potencial teria) (Ryan et al., 
de aplicación de diversas bacteriocinas (por ej.: lactococcinas A, B y M [LciA, LciB y LciM], lacticina 
3147 [Ltn3147], lacticina 481 [Ltn481] y enterocina AS-48 [EntAS-48]), sin efecto bioconservante, en 
la mejora de las características organolépticas de los quesos, gracias a la lisis de las bacterias lácticas 
empleadas como cultivos iniciadores, que provoca la liberación de sus enzimas intracelulares y, por lo 
tant l., 1999; Martínez-Cuesta et al., 2001; Oumer et al., o, la aceleración de su maduración (Ross et a
2001; O´Sullivan et al., 2002b; Peláez y Requena, 2005). 
.2.4.2. Otras aplicaciones II.2
Debido al incremento de la aparición de resistencias a tratamientos antimicrobianos, la industria 
farmacéutica busca alternativas al empleo de antibióticos en el tratamiento de infecciones humanas y 
anim , las bacteriocinas podrían constituir una alternativa eficaz, por lo que se han ales. En este sentido
desarrollado numerosos estudios para evaluar el potencial de diversas bacteriocinas como agentes 
terapéuticos en medicina humana y/o animal y se ha sugerido/propuesto su empleo en diversas 
aplicaciones (Ryan et al., 2002; Joerger, 2003; Cotter et al., 2005a, b; Gillor et al., 2005; Guinane et 
al., 2005; Nes et al., 2007; Gillor y Ghazaryan, 2007): 
1. Tratamiento de la úlcera péptica causada por Helicobacter pylori. Dado que NisA, producida por 
Lc. lactis (Kaletta y Entian, 1989), es efectiva in vitro frente a H. pylori, se ha propuesto su empleo 
Antonio Basanta Díaz 69
II. Introducción 
para el tratamiento de esta enfermedad, ya que, además, es insensible a la pepsina gástrica (pero no 
a las proteasas pancreáticas) y, en general, su actividad antimicrobiana está favorecida a pH ácido 
(característico del estómago). Por otra parte, NisA es activa frente a Clostridium difficile, causante 
de enterocolitis asociada a un tratamiento con antibióticos, ya que inhibe la germinación de sus 
esporas (Kim et al., 2003; Cotter et al., 2005a). 
2. Tratamiento y prevención de la mastitis bovina causada por Streptococcus spp. y Staphylococcus 
spp. A pesar de la baja solubilidad de NisA a pH fisiológico, en la actualidad es el ingrediente 
activo de dos productos (Consept® [solución] y Wipe-Out® [toallita]) comercializados para el 
tratamiento de la mastitis (Ryan et al., 1998; Ross et al., 1999; Cotter et al., 2005a; Diez-Gonzalez, 
2007). Por otra parte, dado que Ltn3147, producida por Lc. lactis (Ryan et al., 1996), inhibe a 
todos los microorganismos Gram-positivos productores de mastitis evaluados hasta la fecha, se ha 
investigado su empleo en el tratamiento y/o la prevención de mastitis como una alternativa a los 
tratamientos antibióticos intramamarios, habiéndose demostrado que una formulación que contiene 
Ltn3147 en un “sello” mamario (Teat SealTM) protege eficazmente a los animales frente a 
Streptococcus dysgalactiae y S. aureus sin provocar irritación (Ryan et al., 1998, 1999; Twomey et 
al., 2000; Crispie et al., 2005; Diez-Gonzalez, 2007). Asimismo, se ha sugerido que las 
bacteriocinas producidas por cepas de Staphylococcus spp. coagulasa-negativas (CNS, del inglés 
Coagulase Negative Staphylococci) y activas frente a otras cepas estafilocócicas productoras de 
mastitis podrían ser útiles, en forma purificada, para el tratamiento y/o la prevención de la mastitis 
causada por Streptococcus spp. (dos Santos-Nascimiento et al., 2005, 2006; Varella-Coelho et al., 
2007). 
3. Tratamiento de las infecciones causadas por microorganismos resistentes a antibióticos. Se ha 
demostrado que las cepas de S. aureus resistentes a la metilicina (MRSA, del inglés Methillicin 
Resistant Stapylococcus aureus) y de Enterococcus faecalis resistentes a la vancomicina (VRE, del 
inglés Vancomycin Resistant Enterococci) son sensibles a Ltn3147, mersacidina y actagardina, 
producidas por Lc. lactis, Bacillus subtilis y Actinoplanes spp., respectivamente, por lo que estos 
lantibióticos tienen potencial para prevenir/tratar los casos de infecciones animales en los que el 
tratamiento antibiótico es indeseado o inefectivo (Guder et al., 2000; Ryan et al., 2002). 
4. Tratamiento del acné causado por Propionibacterium acnes. Los lantibióticos Ltn3147, epidermina 
y gallidermina, producidos por Lc. lactis, S. aureus y Staphylococcus gallinarum, respectivamente, 
son efectivos frente a Pr. acnes y, además, son activos a pH fisiológico, por lo que podrían 
utilizarse en formulaciones tópicas para el tratamiento del acné (Ross et al., 1999; Pag y Sahl, 
2002a, b; Guinane et al., 2005). 
5. Prevención de la enfermedad periodontal y tratamiento/prevención de la caries dental causada por 
Streptococcus mutans. Diversos lantibióticos (por ej.: NisA y mutacinas) incorporados en 
colutorios bucales pueden ser útiles para prevenir la enfermedad periodontal (Howell, 1993; Ryan 
et al., 2002; Islam et al., 2007). Por otra parte, Ltn3147 es activa frente a St. mutans, por lo que su 
incorporación en pastas dentales y colutorios bucales podría resultar eficaz para la prevención de la 
caries dental (Guinane et al., 2005; O´Connor et al., 2006). 
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6. Prevención de la faringitis producida por Streptococcus pyogenes, que causa mal aliento. Algunas 
cepas del género Streptococcus productoras de lantibióticos efectivos frente a St. pyogenes (por ej.: 
cepas de St. mutans y Streptococcus salivarius productoras de mutacina 1140 y salivaricinas A2 y 
B, respectivamente) pueden ser útiles para el tratamiento de este tipo de faringitis, por lo que 
podrían utilizarse como terapia de sustitución de antibióticos (Tagg, 2004; Cotter et al., 2005b). 
7. Tratamiento de las infecciones pulmonares por Ps. auruginosa mediante la administración de 
piocinas modificadas genéticamente (Michel-Briand y Baysse, 2002; Gillor et al., 2005). 
8. Prevención y tratamiento de infecciones producidas por bacterias patógenas entéricas (por ej.: E. 
coli O157:H7, Salmonella enterica y Campylobacter spp.) mediante la administración de cepas de 
bacterias Gram-negativas productoras de bacteriocinas (colicinas o microcinas) o de bacteriocinas 
(producidas por Bacillus spp. o Paenibacillus spp.) microencapsuladas que, posiblemente, reducen 
o previenen la adquisición de nuevas cepas patógenas (Zhao et al., 1998; Gillor et al., 2005; Cole 
et al., 2006; Diez-Gonzalez, 2007). 
9. Tratamiento de infecciones virales. La cinamicina, lantiopeptina y la enterocina CRL35 
(EntCRL35), producidas por Streptomyces spp., Streptoverticillium cinnamoneum y Enterococcus 
mundtii CRL35, respectivamente, inhiben la replicación del virus herpes simple (Naruse et al., 
1989; Ryan et al., 2002; Wachsman et al., 2003). Asimismo, se ha descrito que la enterocina ST4V 
(EntST4V) producida por E. mundtii ST4V inactiva diversos virus (Todorov et al., 2005). 
Por otra parte, debido a la actividad antimicrobiana de algunas bacteriocinas frente a bacterias 
ruminales Gram-positivas (productoras de metano y amonio) y a la presencia en el rumen de bacterias 
bacteriocinogénicas, se ha sugerido la posible utilidad de las bacteriocinas como aditivos alimentarios 
para el ganado, como una alternativa al empleo de antibióticos ionóforos (sustancias con actividad 
antimicrobiana derivada de su capacidad de ligar y transportar iones a través de las membranas 
biológicas que se emplean como promotores de crecimiento), con el objeto de mejorar la eficiencia de 
la fermentación ruminal limitando la pérdida de energía y nitrógeno a través de la producción 
microbiana de metano y amonio, respectivamente. En este contexto, una posible ruta de administración 
sería mediante ensilados fermentados por bacterias bacteriocinogénicas (Kalmokoff et al., 1996; 
Lau son et al., ková y Czikková, 1998; Mantovani y Russell, 2002; Russell y Mantovani, 2002; Cook
2004; Cotter et al., 2005b; Diez-Gonzalez, 2007). Además, debido a la potente actividad 
antimicrobiana de algunas bacteriocinas, se ha sugerido su empleo con diversas finalidades, entre las 
que destacan: 
1. ho procedentes de granjas (purines), ya que algunas bacteriocinas Tratamiento de aguas de deshec
(por ej.: enterocina V24) inhiben a bacterias patógenas Gram-positivas (por ej.: L. monocytogenes 
y Salmonella spp.) y, en ocasiones, a Gram-negativas (por ej.: Yersinia enterocolitica) presentes en 
estos sustratos (Lauková et al., 1998a, 2000). 
2. Tratamiento de semillas de alfalfa con bacteriocinas (por ej.: colicina del tipo E2) para evitar la 
incidencia de E. coli O157:H7 en brotes de alfalfa (Nandiwada et al., 2004). 
3. se adicionan bacteriocinas (por ej.: Conservación de cosméticos y desodorantes a los que 
gallidermina) (Ryan et al., 2002; Cotter et al., 2005a). 
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4. Prevención de la colonización por bacterias Gram-positivas y por E. coli de catéteres tratados con 
NisA y colicinas, respectivamente (Bower et al., 2001, 2002; Gillor et al., 2005; Trautner et al., 
2005). 
5. Tratamiento y prevención de diversas infecciones bacterianas vegetales, ya que algunas 
bacteriocinas producidas por bacterias Gram-negativas (por ej.: piocinas) inhiben a bacterias 
patógenas productoras de enfermedades en diversas especies vegetales (Gillor et al., 2005). 
Por último, se ha descrito que, además de la actividad antimicrobiana, las bacteriocinas poseen 
otras actividades diferentes y se ha sugerido/propuesto su empleo con las siguientes finalidades: 
1. Inmunopotenciación y regulación de la presión sanguínea. Los lantibióticos duramicina y 
ancovenina, producidos por Streptomyces spp. y Streptoverticillium spp., y cinamicina, producida 
por Streptomyces spp., tienen efecto inmunomodulador y regulador de la presión sanguínea 
derivado de su actividad inhibidora de la función de la enzima fosfolipasa A2 (relacionada con la 
biosíntesis de prostaglandinas y leucotrienos) y enzima convertidora de angiotensina (ACE, del 
inglés Angiotensin Converting Enzyme) (Ryan et al., 2002). 
2. Tratamiento anticonceptivo y espermicida. Se ha descrito que NisA es eficaz como anticonceptivo 
(Aranha et al., 2004; Reddy et al., 2004; Cotter et al., 2005b) y que Ltn3147 y subtilisina A son 
eficaces como espermicidas (Silkin et al., 2008). 
3. Agentes potencialmente anticancerígenos, debido a la capacidad de algunas bacteriocinas (por ej.: 
colicinas y microcinas) de inhibir el crecimiento de las células eucariotas mediante la inducción de 
apoptosis o muerte celular programada (Hetz et al., 2002; Gillor et al., 2005). 
4. Tipificación de microorganismos causantes de infecciones nosocomiales mediante la 
determinación del patrón de producción de bacteriocinas frente a un conjunto estándar de 
microorganismos indicadores o del patrón de susceptibilidad frente a un conjunto estándar de 
bacteriocinas, si bien el empleo de esta técnica es poco frecuente, salvo en los casos cuyo tipado 
resulta difícil con los métodos usuales (por ej.: micobacterias y bacilos Gram-negativos) y, además, 
requiere que se utilicen otros métodos de tipificación (Daw y Falkiner, 1996). 
II.3. BACTERIAS LÁCTICAS 
II.3.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES Y CONSIDERACIONES TAXONÓMICAS 
Las bacterias lácticas constituyen un grupo de microorganismos muy heterogéneo desde el punto 
de vista morfológico, fisiológico y filogenético, pertenecientes al grupo clostridial de las eubacterias 
Gram-positivas (contenido de G+C <55 mol%), con exigentes requerimientos nutritivos y cuya 
cara ctico como producto mayoritario de la fermentación cterística principal es la producción de ácido lá
de los hidratos de carbono. En general, las bacterias lácticas son microorganismos de morfología 
coc ntes de citocromos, oide, bacilar o cocobacilar, no esporulados, catalasa-negativos, care
microaerofílicos o anaerobios facultativos, ácido-tolerantes y estrictamente fermentativos (Stiles y 
Hol intas et al., 2000c; Carr et al., 2002). zapfel, 1997; Axelsson et al., 1998; Klein et al., 1998; C
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En la actualidad, los géneros bacterianos comprendidos en el grupo de las bacterias lácticas son: 
Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulun, Enterococcus, Globicatella, 
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, 
Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Pot et al., 1994; Stiles y Holzapfel, 1997; Axelsson et al., 
1998; Klein et al., 1998; Cintas et al., 2000c, 2001; Claesson et al., 2007; Ogier y Serror, 2008; Ogier 
et a eciente l., 2008). Tradicionalmente, también se consideraba al género Bifidobacterium como perten
al grupo de las bacterias lácticas ya que posee las características morfológicas y fisiológicas comunes 
descritas previamente. Sin embargo, filogenéticamente están más relacionadas con el grupo 
actinomiceto de las eubacterias Gram-positivas (contenido de G+C >55 mol%) y además poseen una 
ruta especial para la fermentación de los azúcares, específica para este género (catalizada por la enzima 
fructosa-6-fostato fosfocetolasa), lo que las separa claramente del grupo de las bacterias lácticas 
(Axelsson et al., 1998; Cintas et al., 2000c). 
Las bacterias lácticas se localizan en hábitats ricos en nutrientes, caracterizados por la presencia de 
hidr e proteínas y vitaminas, y con bajas atos de carbono solubles y productos de la degradación d
tensiones de oxígeno, como pueden ser diversos alimentos como la leche y los productos lácteos, la 
carne y los productos cárnicos fermentados, el pescado y los derivados de la pesca, las frutas y 
hor os, los ensilados y diversas bebidas. Sin embargo, talizas frescas y los productos vegetales fermentad
también forman parte de la microbiota normal del tracto gastrointestinal y urogenital y de las mucosas 
de los mamíferos. Además, algunas bacterias lácticas también se han aislado del estiércol y de las 
agu , 1998; Cintas et al., as residuales urbanas e industriales (Aguirre y Collins, 1993; Axelsson et al.
2000c; Carr et al., 2002). 
.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS II.3
Las bacterias lácticas, además de su función tecnológica, poseen la capacidad de inhibir el 
desarrollo de un gran número de microorganismos patógenos y/o alterantes presentes potencialmente 
en l be a la competencia os alimentos. El efecto antimicrobiano primario de las bacterias lácticas se de
por los nutrientes del sustrato y a la formación de ácidos orgánicos (ácido láctico y ácido acético, 
principalmente), con el consiguiente descenso del pH. No obstante, las bacterias lácticas también 
producen otras sustancias antimicrobianas como etanol, dióxido de carbono, diacetilo, acetaldehído, 
peróxido de hidrógeno y otros metabolitos del oxígeno, isómeros D de los aminoácidos, reuterina y 
otros compuestos no proteicos de pequeño tamaño molecular, y, por último, sustancias proteicas de 
síntesis ribosomal denominadas bacteriocinas (Daeschel, 1989; Piard y Desmazeaud, 1991, 1992; 
Vandenbergh, 1993; de Vuyst y Vandamme, 1994b; Adams y Nicolaides, 1997; Cintas y Casaus, 1998; 
Ouwehand, 1998; Caplice y Fitzgerald, 1999; Lücke, 2000; Cintas et al., 2000a, b, 2001; Ross et al., 
2002; Deegan et al., 2006; Galvez et al., 2007). De las sustancias antimicrobianas producidas por las 
bacterias lácticas, las bacteriocinas son las más interesantes tecnológicamente para la bioconservación 
de los alimentos (secciones II.2.2.4.1 y II.3.4.10), ya que por su naturaleza proteica podrían ser 
degradadas por las enzimas proteolíticas del tracto gastrointestinal mientras permanecen activas en el 
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sustrato alimenticio en el que se encuentran y, además, no parecen ser tóxicas ni inmunógenas 
(Klaenhammer, 1993; Jack et a ., 1995; Nes et al., 1996, Cintas et al., 2 00b). 
II.3.3. IMPORTANCIA DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS 
l 0
Las bacterias lácticas son microorganismos de gran importancia no sólo en la industria alimentaria, 
por su aplicación en la elaboración de una gran variedad de alimentos fermentados, sino también en la 
industria farmacéutica, ya que son la base de la mayoría de las preparaciones probióticas (sección 
II.3.3.2.1). Además, las bacterias lácticas pueden emplearse como biorreactores para la producción de 
sustancias interés para la industria alimentaria y farmacéutica (por ej.: péptidos, proteínas, sustancias 
“nutracéuticas” y vacunas orales) (secciones II.3.3.2.2 y II.3.3.2.3). No obstante, también se ha 
relacionado a las bacterias lácticas con la alteración de diversos alimentos, formación de aminas 
biógenas e, incluso, con la producción de enfermedades (secciones II.3.3.1.1 y II.3.3.3) (Aguirre y 
Collins, 1993; de Vuyst y Vandamme, 1994a; Salminen y von Wright, 1998; Konings et al., 2000; 
Samelis et al., 2000; Hugenholtz et al., 2002). Tampoco conviene olvidar el efecto nutricional y 
saludable de la ingestión de bacterias lácticas viables en los consumidores. A este respecto, se ha 
hipotetizado, y algunas veces demostrado, que las bacterias lácticas incrementan la calidad nutritiva de 
los alimentos, controlan infecciones intestinales, facilitan la digestión de la lactosa, inhiben el 
desarrollo de algunos tipos de cáncer, poseen actividad antimutagénica, modulan la respuesta inmune 
mediada por células y reducen los niveles de colesterol sanguíneo (Yasui et al., 1999). 
II.3.3.1. BACTERIAS LÁCTICAS Y ALIMENTOS 
Los alimentos fermentados han sido consumidos por la humanidad desde tiempos inmemoriales y 
parecen tener su origen en la civilización Sumeria (5.000−4.000 a.C.). Tradicionalmente, estos 
alimentos fermentados se elaboraban mediante procesos empíricos basados en la actividad de la 
microflora presente de forma natural en las materias primas (fermentaciones naturales) (Cintas y 
Casaus, 1998). En la actualidad, estos productos incluyen más de 3.500 variedades, elaboradas a partir 
de materias primas como la leche, frutas, vegetales, raíces, cereales, carne y pescado, entre los que se 
incluyen: (i) derivados de la leche fermentada (por ej.: queso, yogur y “kéfir”); (ii) pan y derivados de 
cereales fermentados (por ej.: “sourdough” [derivado de diversos cereales] y “ogi” [derivado del maíz 
o sorgo]); (iii) bebidas (por ej.: vino, cerveza y diversos licores); (iv) derivados de vegetales 
fermentados (por ej.: ensilados, “Kimchi” [derivado de la col y otros vegetales], “Sauerkraut” 
[derivado de la col] y “Tempeh” [derivado de la soja]) y (v) derivados del pescado fermentado. Sin 
embargo, hasta mediados del siglo XIX Pasteur no demostró que los microorganismos eran los 
responsables de los procesos fermentativos que tenían lugar en todos estos alimentos (Stiles, 1996; 
Wood, 1998; Caplice y Fitzgerald, 1999; Lücke, 2000; Ross et al., 2002). 
Actualmente, las fermentaciones industriales son procesos estrictamente controlados basados en la 
adición deliberada a la materia prima de cultivos de microorganismos específicos vivos (bacterias, 
hongos y/o levaduras) (Tabla II.6), lo que permite garantizar y estandarizar las características 
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organolépticas y reológicas del producto final, así como potenciar su calidad higiénico-sanitaria y 
alargar su vida útil (Cintas y Casaus, 1998; Cintas et al., 2000a). Además, el empleo de la fermentación 
como tecnología alimentaria cumple varias funciones: (i) enriquecimiento de la dieta humana debido a 
la amplia diversidad de alimentos fermentados, (ii) conservación de los alimentos derivada de la 
fermentación láctica, alcohólica o acética, (iii) enriquecimiento de materias primas con vitaminas, 
proteínas y aminoácidos y ácidos grasos esenciales, (iv) detoxificación durante la fermentación de los 
alimentos y (v) descenso del tiempo requerido para su preparación (Steinkraus, 2002; Giraffa, 2004). 
Estos microorganismos, que se adicionan a los alimentos fermentados, pueden clasificarse en función 
de su finalidad principal en: (i) cultivos iniciadores, que se adicionan para inducir cambios en la 
textura, aroma, sabor, color, digestibilidad y palatabilidad de las materias primas, permitiendo así la 
obtención de unos productos finales con unas características organolépticas y reológicas diferentes y 
deseables (Buckenhüskes, 1993; Geisen y Holzapfel, 1996; Stiles, 1996; Cintas y Casaus, 1998; Hugas, 
1998; Lücke, 2000; O´Sullivan et al., 2002a; Tamine, 2002; Leroy y de Vuyst, 2003; Smit et al., 2005; 
Leroy et al., 2006); (ii) cultivos protectores, adicionados para asegurar la calidad higiénico-sanitaria y 
seguridad de los alimentos, así como para incrementar su vida útil mediante la inhibición del desarrollo 
de microorganismos patógenos y alterantes presentes en los alimentos debido a la competencia por los 
nutrientes del sustrato y la producción de diversos metabolitos (sección II.3.2) (Holzapfel et al., 1995; 
Geisen y Holzapfel, 1996; Lücke, 2000; Rodgers, 2001; Rodgers et al., 2002; Ross et al., 2002; 
Työppönen et al., 2003; Vermeiren et al., 2004) y (iii) cultivos adjuntos (también denominados 
cultivos iniciadores adjuntos), adicionados con una finalidad distinta a las anteriores, como puede ser la 
aceleración de la maduración mediante la lisis celular de los cultivos iniciadores durante la elaboración 
de determinados tipos de quesos y la producción del sabor y aroma deseado (O’Sullivan et al., 2002a). 
II.3.3.1.1. Aspectos negativos de la presencia de bacterias lácticas en los alimentos 
La actividad metabólica de las bacterias lácticas provoca, en algunas ocasiones, la alteración de 
determinados alimentos cuando éstas se convierten en la flora dominante durante su almacenamiento, 
como es el caso de: (i) carnes envasadas en condiciones de anaerobiosis o en atmósferas modificadas, 
en las que producen acidez, sabores y olores defectuosos, exudados lechosos y limosidad, la hinchazón 
de los envases por producción de gas y decoloración (Borch et al., 1996; Björkroth et al., 2000; 
Samelis et al., 2000; Vermeiren et al., 2004); (ii) ciertos vinos en los que la fermentación maloláctica 
es indeseable, ya que producen agriado, sabores defectuosos, turbidez, lodos, decoloración y 
viscosidad; estas alteraciones también pueden producirse por el desarrollo de otras bacterias lácticas 
que no intervienen en la fermentación maloláctica (Daeschel et al., 1991; Fleet, 1999, 2001) y (iii) 
cervezas, en las que provocan la aparición de acidez excesiva, sabores y aromas defectuosos, turbidez, 
filamentosidad, sedimentos, viscosidad y decoloración (sección II.1.7.1) (Fernandez y Simpson, 1995; 
Jespersen y Jakobsen, 1996; Campbell, 1997; Hartnett et al., 2002; Sakamoto, 2002; Sakamoto y 
Konings, 2003; March et al., 2005). 
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Tabla II.6. Microorganismos adicionados durante las fermentaciones industriales como cultivos 
iniciadores, protectores y/o adjuntos 
Producto Microorganismo Sustrato 
Bebidas Cerveza y vino 
 
Mahewu (Sudáfrica) 
Saccharomyces cerevisiae y bacterias lácticas 
 
Bacterias lácticas 
Cereales, 
lúpulo y uvas 
Maíz 
Carne Embutidos 
fermentados 
Bacterias: Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus, 
Pediococcus spp., Streptococcus carnosus y Micrococcus 
varians 
Levaduras: Debaromyces hansenii y Candida famata 
Mohos: Penicillium nalgiovense y Penicillium chrysogenum 
Carne de 
ternera y de 
cerdo 
Cereales Pan Sc. cerevisiae y bacterias lácticas Trigo, centeno 
y otros cereales 
 Idli (India) Torulopsis spp., Candida spp., Trichosporon pullulans y 
bacterias lácticas 
Arroz y 
lentejas 
 Nan (India) Sc. cerevisiae y bacterias lácticas Harina de trigo 
 Ogi (Nigeria) Bacterias lácticas, hongos y levaduras Maíz 
Leche Queso Bacterias: Brevibacterium linens, Carnobacterium piscicola, 
Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus, Lactobacillus 
helveticus, Lactococcus lactis subesp. cremoris, Lactococcus 
lactis subesp. lactis, Leuconostoc spp., Streptococcus 
thermophilus y Propinobacterium spp. 
Mohos (Penicillium roqueforti en quesos azules) y levaduras  
Leche 
 Yogur St. thermophilus y Lb. delbrueckii subesp. bulgaricus Leche 
 Kéfir Lc. lactis, Lb. delbrueckii subesp. bulgaricus, Lactobacillus 
kefiri y Torulla spp. 
Leche 
 Leche acidófila Lactobacillus acidophilus y Lb. delbrueckii subesp. bulgaricus Leche 
Pescado  C. piscicola y Carnobacterium divergens Pescado 
Postres Bongkrek 
(Indonesia) 
Rhizopus oligosporus Coco 
 Oncom (Indonesia) Neurosposra intermedia o R. oligosporus Cacahuete 
Vegetales 
y frutas 
Salsa de soja Aspergillus oryzae/soyae, Lactobacillus spp. y 
Zygosaccharomyces rouxii 
Haba de soja y 
trigo 
 Sauerkraut Lactobacillus brevis, Lb. curvatus, Lb. plantarum, Lb. sakei, Lc. 
lactis y Leuconostoc mesenteroides 
Col, repollo 
 Gari (África) Corynebacterium manihot y bacterias lácticas Raíz de cassava 
 Kimchi (Korea) Bacterias lácticas Col, repollo 
 Tempeh (Indonesia) R. oligosporus 
 Pickles Pediococcus cerevisiae y Lb. plantarum 
Haba de soja 
Pepinillo en 
vinagre 
 Aceitunas Le. mesenteroides y Lb. plantarum Aceitunas 
 Zumos Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. plantarum, Lc. lactis y Le. 
mesenteroides 
Fruta 
Adaptado de Caplice y Fitzgerald (1999) y de Ross et al. (2002). 
Por otra parte, las enzimas descarboxilasas de algunas bacterias lácticas presentes en los alimentos 
podrían provocar la formación de aminas biógenas (por ej.: tiramina, putrescina y cadaverina), que son 
sustancias psico- y vasoactivas. A este respecto, conviene destacar que, a pesar de que la presencia de 
estas sustancias es común en los alimentos fermentados (por ej.: queso, vino, cerveza y embutidos 
crudos curados), su ingestión en grandes cantidades pueden originar cuadros toxicológicos (náuseas, 
alteraciones respiratorias, sofocos, sudoración, palpitaciones, dolor de cabeza, erupciones cutáneas e 
hiper- o hipotensión) (Buckenhüskes, 1993; Giraffa, 2002; Suzzi y Gardini, 2003). 
II.3.3.2. BACTERIAS LÁCTICAS Y SALUD 
II.3.3.2.1. Bacterias lácticas como cultivos probióticos 
Actualmente, el termino probiótico engloba a cultivos mixtos o monoespecíficos de 
microorganismos vivos y a componentes de las células microbianas que ejercen efectos beneficiosos en 
la salud y el bienestar del hospedador, en algunos casos como consecuencia de la mejora de las 
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p  ropiedades de su microflora indígena (Salminen et al., 1999; Shortt, 1999). La mayoría de las
p ades farmacéu  alimentos probióticos tos reparacione ticas (especialids probió ticas) y de los  (alimen
infantiles, leche, derivados lácte incluyen microo s del os y aditivos alimentarios animales) rganismo
género Bifido ru rias lácticas, principalmente del género bacillus. bacterium y del g po de las bacte Lacto
S argo pas de  tambi ean in emb , algunas ce las especies Enterococcus faecium y E. faecalis én se empl
ocasionalmente como probióticos en humanos y animales, respectivamente (sección II.4.3.2) 
(Holzapfel et al., 1998; Klein et  al., 2006). En este al., 1998; Holzapfel y Schillinger, 2002; Leroy et
contexto, la elección de cepas ba mo probióticos se basa encterianas para su empleo co  el aislamiento 
de microorga mensales urinaria de individuos nismos co  de las mucosas oral, gastrointestinal y genito
s os de la m cie, así c or de los microorganismos con potencial an isma espe omo en la selección posteri
probiótico qu s sigui  ástrico y e cumplan lo entes requisitos: (i) tolerancia a bajos niveles de pH, al jugo g
a las sales biliares; (ii) adherenc  proliferación y ia a células intestinales e inmunoestimuladoras; (iii)
colonización del tracto gastroint mos patógenos, estinal; (iv) inhibición del desarrollo de microorganis
mediante la producción de sus os de exclusión tancias antimicrobianas o a través de mecanism
c mpetitiva; uridad e inoc ergénico o (v) seg uidad (ge éticamente estable, no patogén co, no tóxicon i , no al
y no mutagén génico ico o carcino ); (vi) ausencia de factores de virulencia y de resistencias adquiridas a 
a os  (vii) supervivenc ante la elaboración, transporte y ntibiótic y ia, viabilidad y crecimiento dur
al amie alimentos cultivos iniciadores y/o sustancias prebióticas (Lee macen nto de los  e interacción con 
y Salm , 1 t al , 2002). inen 995; Salminen e ., 1996; Gardiner et al., 2002; Saarela et al.
Por otra e los num e s se parte, entr erosos efectos beneficiosos derivados del consumo d  probiótico
incluyen: (i) nto y estinal normal,  mantenimie la restauración de la microflora int previniendo y 
r uciendo l  inhibición del desarrollo de mi os ed as alteraciones gastrointestinales; (ii) croorganism
patógenos; (iii) fortaleci  d s y miento e la barrera de la mucosa intestinal; (iv) actividades antimutagénica
anticarcinogénicas; (v) modula vi) reducción del nivel terol ción del sistema inmune; (  de coles
sanguíneo; (vii) actividad antiox   idante; (viii) mejora en la absorción del calcio; (ix) aumento de la
s e proteínas; (x) acción hipertensiva; (xi) disminución íntesis de vitaminas y mejora de la predigestión d
de las infecciones urogenitales y de las úlceras causadas por H. pylori; (xii) tratamiento de las diarreas 
causadas por viajes a zonas tropicales y tratamiento excesivo con antibióticos; (xiii) control de colitis 
provocada por rotavirus y Cl. difficile; (xiv) mejora de la calidad nutritiva de los alimentos y (xv) 
mejora de la digestibilidad de la lactosa (Holzapfel et al., 1998; Gardiner et al., 2002; Holzapfel y 
Schillinger, 2002; Ouwehand et al., 2002; Wallace et al., 2003; Tsai et al., 2004; Foulquié-Moreno et 
al., 2006; Ljungh y Wadström, 2006; Bujalance et al., 2007; Falagas et al., 2007; Nguyen et al., 2007). 
II.3.3.2.2. Bacterias lácticas como vacunas orales 
Mediante ingeniería genética es posible obtener bacterias lácticas recombinantes que expresen, 
intra-, extracelularmente o unidos a la superficie celular, epítopos o determinantes antigénicos (región 
específica de un antígeno reconocidas por los anticuerpos) de microorganismos patógenos y que, por lo 
tanto, puedan utilizarse como vacunas administradas por vía oral. El hecho de que las bacterias lácticas 
sean candidatas para el desarrollo de vacunas orales se deriva de algunas de sus propiedades como: (i) 
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su consideración, generalmente, como microorganismos seguros o de “grado alimentario” (GRAS, del 
inglés Generally Recognized as Safe), o su término equivalente europeo QPS (del inglés Qualified 
Presumption of Safety), sugerido recientemente por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria; 
(ii) sus propiedades adyuvantes (potenciadoras de la respuesta inmune); (iii) su baja capacidad de 
provocar una respuesta inmune intrínseca; (iv) su capacidad de adherencia y colonización de las 
mucosas y (v) su resistencia a valores de pH ácidos (Pouwels et al., 1998; Dieye et al., 2003; Wells y 
Mercenier, 2003; Hummel et al., 2007b). 
II.3.3.2.3. Bacterias lácticas como productoras de sustancias nutracéuticas 
De la misma manera que las bacterias lácticas pueden emplearse como biorreactores para la 
producción heteróloga de proteínas y péptidos de interés en el sector alimentario (Billman-Jacobe, 
1996; Hugenholtz et al., 2002), es posible modificar, mediante ingeniería genética, determinadas rutas 
metabólicas de las bacterias lácticas para la producción, a gran escala, de sustancias nutracéuticas 
(componentes de los alimentos que poseen efectos beneficiosos para la salud del consumidor), tales 
como: (i) vitaminas del grupo B (por ej.: riboflavina, folatos y cobalamina); (ii) edulcorantes bajos en 
calorías (por ej.: L-alanina, manitol, sorbitol y tagatosa); (iii) oligosacáridos; (iv) exopolisacáridos y (v) 
antioxidantes (por ej.: glutatión y tiorredoxina) (Hugenholtz et al., 2002; Leroy et al., 2006). 
II.3.3.3. BACTERIAS LÁCTICAS Y ENFERMEDAD 
Los consumidores perciben a las bacterias lácticas como algo “natural” y beneficioso para la salud, 
por lo que su presencia en los alimentos tiene gran aceptabilidad. Por otra parte, su presencia es ubicua 
en el tracto intestinal humano y, además, la mayoría de las cepas son microorganismos comensales sin 
potencial patógeno. Por todo ello, se ha aceptado la seguridad e inocuidad, para el consumo humano, 
de las bacterias lácticas asociadas a los alimentos y, en la actualidad, se consideran, generalmente, 
microorganismos seguros (GRAS y/o QPS) (Adams y Marteau, 1995; Donohue et al., 1995; Holzapfel 
et al., 1995; Stiles, 1996). No obstante, también se ha relacionado a las bacterias lácticas con en el 
desarrollo de infecciones humanas (Aguirre y Collins, 1993; Gasser, 1994), si bien las bacterias 
lácticas son una causa relativamente rara de infecciones humanas y, además, se considera que poseen 
un potencial patógeno reducido. En este contexto, el incremento aparente de los casos de infecciones 
causadas por bacterias lácticas no se debe a un incremento de su patogenicidad intrínseca, sino a la 
combinación de un mejor diagnóstico clínico y al incremento en la supervivencia de los pacientes con 
inmunodeficiencias. Por otra parte, en los casos clínicos descritos, las bacterias lácticas actúan como 
microorganismos patógenos oportunistas que infectan sólo a individuos cuyas defensas están, de 
alguna manera, debilitadas como resultado de disfunciones del sistema inmune, quimioterapia o daño 
tisular. Además, su prevalencia es menor que la de otros microorganismos patógenos oportunistas 
(Adams, 1999). 
Entre las infecciones producidas por bacterias lácticas destacan tanto infecciones locales como 
sistémicas: endocarditis infecciosa, septicemia, infecciones del tracto urinario, infecciones de la 
cavidad torácica, infecciones del tracto digestivo y meningitis. Por otra parte, la mayoría de las 
bacterias lácticas asociadas a casos clínicos pertenecen a las especies E. faecalis y E. faecium (sección 
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II.4.2), aunque, en ocasiones, se han descrito infecciones causadas por Lactobacillus acidophilus, Lb. 
casei, Lactobacillus jenseni, Lb. paracasei, Lb. plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus 
salivarius, Lc. lactis, Lactococcus garviae y Leuconostoc spp. (Aguirre y Collins, 1993; Gasser, 1994; 
Donohue et al., 1995; Salminen et al., 1998; Adams, 1999; Claesson et al., 2007; Mofredj et al., 2007; 
Švec et al., 2007; Wang et al., 2007; Ogier y Serror, 2008; Ogier et al., 2008). No obstante, es 
conveniente destacar que: (i) estas infecciones suelen estar asociadas a enfermedades subyacentes que 
predisponían a la infección, (ii) el origen de los microorganismos implicados suele ser la microflora 
habitual del paciente y (iii) los microorganismos implicados no han sido cepas de origen alimentario o 
farmacéutico (Adams y Marteau, 1995; Donohue et al., 1995; Salminen et al., 1998; Adams, 1999). 
II.3.4. BACTERIOCINAS PRODUCIDAS POR BACTERIAS LÁCTICAS 
Las bacteriocinas de las bacterias lácticas constituyen un grupo heterogéneo de sustancias 
antimicrobianas de síntesis ribosomal que varían en sus propiedades físico-químicas, espectro de 
acción antimicrobiana, modo de acción, mecanismos responsables de su inmunidad, biosíntesis, 
procesamiento, transporte y regulación de su producción y en la organización molecular de los 
determinantes genéticos implicados en estos procesos (Cintas et al., 2000b; Martínez et al., 2000c, d; 
Cintas et al., 2001). Durante los últimos años, debido a la posible aplicación de las bacteriocinas de las 
bacterias lácticas en la bioconservación de los alimentos, se ha producido un extraordinario avance en 
su investigación, lo que ha permitido elucidar su estructura, sus características físico-químicas, su 
modo de acción, la localización de sus determinantes genéticos y los mecanismos de biosíntesis, 
procesamiento, secreción, inmunidad y regulación (Sablon et al., 2000; Cintas et al., 2001; Nes et al., 
2002; Skaugen et al., 2003; Cotter et al., 2005b; Deegan et al., 2006). 
II.3.4.1. CLASIFICACIÓN 
A pesar de la heterogeneidad de su tamaño molecular, propiedades bioquímicas, espectro de 
acción antimicrobiana y organización genética, las bacteriocinas producidas por bacterias lácticas 
presentan una serie de características comunes que permiten agruparlas en alguna de las tres clases 
principales descritas para las bacteriocinas producidas por las bacterias Gram-positivas (Tabla II.7) 
(sección II.2.2.2.2) (Nes et al., 1996; Diep y Nes, 2002; Skaugen et al., 2003; Drider et al., 2006): 
1. Clase I (lantibióticos): bacteriocinas de pequeño tamaño molecular (<5 kDa), termoestables y con 
aminoácidos inusuales resultantes de modificaciones postraduccionales (Sahl y Bierbaum, 1998; 
Guder et al., 2000; Pag y Sahl., 2002a; Twomey et al., 2002; Chatterjee et al., 2005; Dufour et al., 
2007). Las modificaciones postraduccionales más comunes son: (i) la deshidratación de residuos de 
serina (Ser) y treonina (Tre), que origina deshidroalanina (Dha) y deshidrobutirina (Dhb), 
respectivamente, y (ii) la condensación de residuos Dha y Dhb con grupos sulfhidrilos de residuos 
de cisteína (Cys) cercanos, que origina lantionina (Lan) y β-metil-lantionina (MeLan), 
respectivamente. El prototipo de esta clase es NisA, que, además, es la bacteriocina mejor 
caracterizada hasta la fecha y la única aceptada internacionalmente como aditivo alimentario en 
determinados alimentos (sección II.3.4.10) (Delves-Broughton et al., 1996; Davies y Delves-
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Broughton, 2000; Cheigh y Pyun, 2005). En función de su estructura y modo de acción, los 
lantibióticos se subdividen, a su vez, en dos grupos:  
a. Tipo Ia: lantibióticos elongados, flexibles y catiónicos que actúan a nivel de membrana 
formando poros. Este grupo se subdivide en: (i) subgrupo Ia1, que incluye los lantibióticos 
elongados cuya secuencia líder, del tipo FNLDV (sección II.3.4.7.1), es procesada por una 
serina-proteasa (por ej.: NisA y nisina Z [NisZ]) y (ii) subgrupo Ia2, que incluye los 
lantibióticos elongados cuya secuencia líder, del tipo “doble glicina” (sección II.3.4.7.1), es 
procesada por un transportador del tipo ABC, como es el caso de Ltn481 y de todos los 
sistemas de dos péptidos (por ej.: citolisina [Cyl]), cuya actividad total depende de la acción 
complementaria de dos péptidos con actividad antimicrobiana débil de manera individual, 
pero potente cuando actúan conjuntamente (Nagao et al., 2006; Lawton et al., 2007). 
b. Tipo Ib: lantibióticos globulares, aniónicos o neutros e hidrófobos, inmunológicamente 
activos, que actúan como inhibidores de enzimas (por ej.: mersacidina, cinamicina, 
actagardina y duramicinas B y C). Conviene destacar que, hasta la fecha, no se ha descrito 
ningún lantibiótico de este tipo producido por bacterias lácticas (Skaugen et al., 2003). 
2. Clase II (no lantibióticos): bacteriocinas de pequeño tamaño molecular (<10 kDa), termoestables, 
con un punto isoeléctrico elevado (pI 8−11), sin aminoácidos modificados postraduccionalmente y 
que actúan a nivel de la membrana citoplasmática (Nes y Holo, 2000; Nes et al., 2002; Drider et 
al., 2006). Tradicionalmente las bacteriocinas de la clase II se han subdividido en tres grupos: 
a. Subclase IIa (bacteriocinas del tipo/familia pediocina): bacteriocinas con una potente 
actividad anti-Listeria y con un elevado grado de homología estructural (40−60%), 
especialmente en la región N-terminal, en el que aparece la secuencia consenso conservada 
YGNGVXCX CXV (donde X representa un residuo am4 inoacídico no conservado) que 
incluye dos residuos cisteína (Cys) que forman un puente disulfuro esencial para la actividad 
antimicrobiana (por ej.: enterocina P [EntP]) (Ennahar et al., 1999, 2000; Fimland et al., 
2005; Drider et al., 2006). El espectro de acción de todas las bacteriocinas de esta subclase 
es muy amplio e incluye generalmente tanto a otras bacterias lácticas como a 
microorganismos patógenos y alterantes presentes en los alimentos (Bacillus spp., Brochotrix 
spp., Clostridium spp., Listeria spp. y Staphylococcus spp.). El prototipo de este grupo es la 
pediocina PA-1 (PedPA-1) (Henderson et al., 1992; Marugg et al., 1992; Cintas et al., 
1998b), que es la bacteriocina de las bacterias lácticas mejor caracterizada después de NisA. 
b. Subclase IIb (sistemas de dos péptidos): bacteriocinas cuya actividad antimicrobiana total 
depende de la acción complementaria de dos péptidos (Cintas et al., 1998a; Garneau et al., 
2002; Oppegård et al., 2007). Estos sistemas se clasifican, a su vez, en dos tipos: (i) sistemas 
en los que los dos péptidos no poseen actividad antimicrobiana independiente, por lo que es 
necesaria su presencia simultánea para que la bacteriocina sea activa (por ej.: lactococcina G 
[α y β]) y (ii) sistemas en los que uno o ambos péptidos son activos independientemente, 
pero cuya actividad aumenta notablemente en presencia del otro péptido (por ej.: lactacina F 
[A y B] y enterocina L50 [L50A y L50B], respectivamente). 
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c. Subclase IIc: bacteriocinas de la clase II que no se incluyen en ninguna de las subclases 
anteriores (por ej.: carnobacteriocina A [CbnA], enterocina B [EntB] y enterocina Q [EntQ]). 
3. Clase III: bacteriocinas de elevado tamaño molecular (>30 kDa) y termolábiles (inactivadas con 
tratamientos térmicos a 60−100ºC durante 10−15 min) (por ej.: helveticina J y enterolisina A 
[EnlA]). 
Conviene destacar que Klaenhammer (1993) propuso la existencia de una cuarta clase, compuesta 
por bacteriocinas complejas e integradas por una parte proteica y una o más fracciones lipídicas y/o 
glucídicas necesarias para su actividad biológica. No obstante, antes de reconocer a esta clase como 
independiente, debe completarse la caracterización bioquímica de todas las bacteriocinas inicialmente 
adscritas a esta clase, purificándolas a homogeneidad, ya que en algunos casos, tras su purificación se 
demostró a parte, que su naturaleza era exclusivamente peptídica (Jiménez-Díaz et al., 1995). Por otr
Kemperman et al. (2003) sugirieron la existencia de una nueva clase constituida por bacteriocinas con 
una estructura cíclica resultante de la formación de un enlace peptídico entre las regiones N- y C- 
terminal de la molécula y que no presentan aminoácidos modificados postraduccionalmente (por ej.: 
circularin da et a A [CirA], EntAS-48, gassericina A [GasA] y reutericina 6) (Kawai et al., 2004; Maque
al., 2004, 2008), no obstante, en dos revisiones recientes estas bacteriocinas se han incluido como una  
subclase de la clase II (Cotter et al., 2005b; Nes et al., 2007). Asimismo, Cotter et al. (2005b) han 
designado a todos los compuestos termolábiles y de elevado tamaño molecular, tradicionalmente 
agru rupo pados en la clase III, como bacteriolisinas (hidrolasas de la mureína), excluyéndolos así del g
de las c ba teriocinas, ya que difieren de las bacteriocinas tradicionales en: (i) su mecanismo de acción, 
ya que provocan la lisis celular mediante la hidrólisis de la pared bacteriana, (ii) su estructura modular, 
compuesta por un dominio N-terminal catalítico con homología con endopeptidasas y un dominio C-
terminal implicado en el reconocimiento de su diana celular y (iii) la posible ausencia de gen(es) de 
inmunidad en sus operones, ya que la inmunidad de la célula productora puede depender de 
modificaciones en su pared bacteriana. Por otra parte, Nes et al. (2007) han dividido a las bacteriocinas 
pertenecientes a la clase II en cuatro subclases: (i) IIa (bacteriocinas del tipo/familia pediocina); (ii) IIb 
(sistema de dos péptidos); (iii) IIc (bacteriocinas sin extensión N-terminal) y (iv) IId (bacteriocinas con 
estructura cíclica). No obstante, De Vuyst y Leroy (2007) han dividido a las bacteriocinas de la clase II 
en sólo tres subclases: (i) IIa (bacteriocinas del tipo/familia pediocina); (ii) IIb (sistema de dos 
péptidos) y (ii) IIc (bacteriocinas con estructura cíclica). Finalmente, en una revisión reciente Franz et 
al. (2007  ) proponen la existencia de cuatro grupos de bacteriocinas producidas por el género
Enter coco cus (enterocinas) basándose en sus modificaciones postraduccionales y secuencias 
aminoacídicas: (i) clase I (lantibióticos); (ii) clase II (no lantibióticos de pequeño tamaño molecular), 
dividida a su vez en: enterocinas del tipo/familia pediocina (II.1.), enterocinas sintetizadas sin 
extensión N-terminal (II.2.) y enterocinas que no pertenecen a las subclases anteriores (II.3.); (iii) clase 
III (enterocinas circulares) y (iv) clase IV (enterocinas de gran tamaño molecular). Considerando lo 
descrito anteriormente en este trabajo se propone una modificación de la clasificación de las 
bacterioci
 
nas propuesta por Nes et al. (2007) (Tabla II.7). 
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Tabl
Clase C
a II.7. Clasificación de las bacteriocinas de las bacterias lácticas 
aracterísticas generales Subclasea Características particulares Ejemplos 
Ia1 Péptidos elongados y flexibles Lactocina S 
procesados por una serina-
proteasa 
Nisinas A y Z 
I L
b, Lan y MeLan) procesados por un transportador 
del tipo ABC 
 
Lactococcina S 
Plantaricina C 
 
antibióticos: péptidos de 
pequeño tamaño molecular 
(<5kDa) con aminoácidos 
modificados postraduccional-
mente (Dha, Dh
Ia2 Péptidos elongados y flexibles Lacticina 481 
Sistema de dos péptidos Citolisina (LL y LS) 
Lacticina 3147 (A1 y 
A2) 
Plantaricina W (α y β) 
IIa Secuencia consenso N-terminal 
YGNGVXCX4CXVb
Enterocinas A, P 
Pediocina PA-1 
Sakacinas A y P 
 
IIb Sistemas de dos péptidos Enterocina L50 (L50A y 
L50B) 
Lactacina F (A y B) 
Plantaricinas EF y JK 
 
IIc Sin extensión N-terminal 
(secuencia líder o péptido señal) 
Enterocina L50 (L50A y 
L50B), Q y EJ97 
IId Estructura cíclica Enterocina AS-48 
Gassericina A 
II No lantibióticos: péptidos de 
pequeño tamaño molecular (<10 
kDa) y termoestables con una 
potente actividad anti-Listeria 
IIe - Carnobacteriocina A 
Enterocina B 
Lactococcina A 
III Proteínas termosensibles de 
elevado tamaño molecular (>30 
kDa) 
- - Enterolisina A 
Helveticina J 
Lactacinas A y B 
aHasta la fecha no se ha descrito ningún lantibiótico del subgrupo IIb producido por bacterias lácticas. 
bX representa un residuo aminoacídico no conservado. Adaptado de Nes et al. (2007). 
II.3.4.2. PROPIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS Y ESTRUCTURA 
Las bacteriocinas de las bacterias lácticas son de naturaleza peptídica y, por lo tanto, se inactivan 
presumiblemente por la acción de enzimas proteolíticas de origen gástrico (pepsina) y/o pancreático 
(tripsina y quimiotripsina) (Gänzle et al., 1999; Cintas et al., 2001; Cotter et al., 2005b). Esta 
propiedad es interesante desde el punto de vista de la seguridad de estos compuestos, ya que, en el caso 
de emplearse como bioconservantes en la industria alimentaria, la ecología del tracto digestivo de los 
consumidores no resultaría afectada (Piard y Desmazeaud, 1991; Bernbom et al., 2006). 
En lo que respecta a su composición aminoacídica, los lantibióticos (clase I) constituyen una clase 
especial de bacteriocinas policíclicas caracterizadas por la presencia de aminoácidos modificados 
postraduccionalmente (Dha, Dhb, Lan y MeLan). Por otra parte, las bacteriocinas de las clases II y III 
carecen de modificaciones postraduccionales, con la excepción de la formación de una estructura 
cíclica en EntAS-48 (bacteriocina Bac21) (Martínez-Bueno et al., 1994), CirA (Kemperman et al., 
2003), GasA (Kawai et al, 2004) y reutericina 6 (Kawai et al., 2004), y del establecimiento de puentes 
disulfuro entre los residuos Cys (2−4) de las bacteriocinas de la clase IIa (Casaus, 1998; Eijsink et al., 
1998). A este respecto, Klaenhammer (1993) clasificó las bacteriocinas en tres grupos en función de su 
contenido en residuos Cys: (i) cistibióticos o bacteriocinas con uno o más puentes disulfuro (por ej.: 
PedPA-1/pediocina AcH [PedAcH] y EntP); (ii) tiolbióticos o bacteriocinas con un único residuo de 
Cys (por ej.: LciB) y (iii) bacteriocinas que carecen de residuos Cys (por ej.: LciA, LciM y LciG). 
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Con respecto al tamaño molecular, los lantibióticos son péptidos pequeños que contienen 19−37 
a ci  la dicos y una minoá dos (1,9−4,6 kDa), las bacteriocinas de clase II poseen 37−59 residuos aminoací
masa mo último, l I una masa lecular inferior a 10 kDa y, por as bacteriocinas de la clase II presentan 
molecula r  de las 00b). La r considerablemente superio a la  anteriores (>30 kDa) (Cintas et al., 20
mayoría de las bacteriocinas de pequeño tamaño m ses I y II) son catiónicas a pH 7,0 (Jack olecular (cla
et al., 1995), poseen un elevado punto isoeléctrico y idrofób as en  contienen regiones h icas y/o hidrofílic
sus moléculas, lo que se correlaciona con su actividad sobre la membrana citopl ) su asmática ya que: (i
elevado pI les permite unirse a los fosfolípidos de carga neta negativa presentes as en la membrana de l
cé las se aturaleza dis argo de lu nsibles y, por otra parte, (ii) su n  antipática les permite su tribución a lo l
la memb al., 1999b; Diep y Nes, 2002). Además, nas son rana (Nes et al., 1996; Moll et estas bacterioci
generalmente activas a pH ácido y n o, lo qu adaptac s eutr e podría reflejar su ión a las condicione
ambientales en las que se desarrollan los microorganismos productores (Piard 991; y Desmazeaud, 1
Cintas, 1995). En general, estas bacteriocinas resisten la exposición a un amplio  de intervalo de valores
pH (3,0−9,0) (Cintas, 1995), habiéndo escrito H e se d la tolerancia a valores de p  más extremos (entr
1,0−2,0 y 10,0−11,0) de la acidocina B en Brin la bavaricina A (BavA) (Larsen y  (T k et al., 1994) y 
Nørrung., 1993). Por el contrario, existen bacteriocinas que presentan un interva para lo de pH óptimo 
su actividad muy estrecho, así, por ejemplo, la solubilidad de NisA disminuye considerablemente en el 
in valo ersibleme e a pH 7,0 (Hurst, 1981). ter  de pH 2,0−6,0 y se inactiva irrev nt
Otra característica común de las bacteriocinas de las bacterias lácticas es su   termoestabilidad, que
d a de la bacteriocina y el pH del medio epende de diversos factores como, entre otros, el grado de purez
(Cintas et al., 2001). En este contexto, las bacteriocinas presentes en los sobrenadantes libres de células 
(bacteriocinas no purificadas) resisten el calentamiento a 100−121ºC y el autoclavado, a excepción de 
las bacteriocinas de la clase III (por ej.: helveticina J) y de la bacteriocina de la clase II enterocina 01 
(Olasupo et al., 1994). No obstante, la estabilidad térmica de las bacteriocinas parcialmente purificadas 
o purificadas a homogeneidad disminuye considerablemente (Cintas et al., 2001). 
II.3.4.3. ESPECTRO DE ACCIÓN ANTIMICROBIANA 
En condiciones normales, las bacteriocinas de las bacterias lácticas son activas únicamente frente a 
otras bacterias Gram-positivas. No obstante, la amplitud del espectro de especies y cepas inhibidas 
depende de cada bacteriocina y del estado de las células diana, pudiendo fluctuar entre un espectro muy 
reducido, limitado a cepas con una estrecha relación filogenética con la cepa productora (por ej.: LciA), 
y un espectro relativamente amplio, que incluye microorganismos patógenos y alterantes presentes en 
los alimentos como L. monocytogenes, S. aureus, Clostridium botulinum y Clostridium perfringens 
(por ej.: enterocina L50 [L50A y L50B], NisA y PedPA-1). Además, las concentraciones mínimas 
inhibitorias para las células vegetativas y las esporas varían ostensiblemente dependiendo de la cepa 
productora, el tipo de muestra y las condiciones del ensayo de actividad antimicrobiana (Blom et al., 
1997). 
En general, pueden realizarse las siguientes observaciones con respecto a la actividad 
antimicrobiana de las bacteriocinas de pequeño tamaño molecular (clases I y II) (Jack et al., 1995): (i) 
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dentro de una misma especie pueden existir cepas sensibles y resistentes a una bacteriocina 
determinada, (ii) dentro de una población de células sensibles a una bacteriocina pueden existir células 
resistentes, (iii) una cepa sensible a una bacteriocina puede ser resistente a otra bacteriocina similar, 
(iv) las cepas productoras de bacteriocina(s) pueden ser sensibles a otras bacteriocinas, incluso 
similares a la que producen, (v) las células vegetativas de una cepa cuyos esporos bacterianos sean 
resistentes a una bacteriocina pueden ser sensibles a esa misma bacteriocina y (vi) en condiciones 
normales, las bacteriocinas de las bacterias lácticas no son activas frente a las bacterias Gram-
negativas, a excepción de ciertas bacteriocinas (Lauková et al., 1993; Simonetta et al., 1997; Jennes et 
al., 2000; Kang y Lee, 2005; Todorov et al., 2005; Todorov y Dicks, 2005; Yoon et al., 2005; de 
Kwaadsteniet et al., 2006; Martín-Platero et al., 2006; Sparo et al., 2006), entre las que destaca EntAS-
48 que es activa frente a E. coli y Salmonella typhimurium (Gálvez et al., 1989), ni frente a virus, a 
excepción de ciertas bacteriocinas (sección II.2.2.4.2). A este respecto, la estructura y composición de 
las membranas de las bacterias Gram-negativas, mohos y levaduras impiden el acceso de las 
bacteriocinas a su lugar de actuación (membrana citoplasmática). No obstante, a pesar de que, 
generalmente, estos microorganismos no resultan afectados por las bacteriocinas de las bacterias 
lácticas en condiciones fisiológicas, éstos pueden sensibilizarse mediante tratamientos subletales que 
alteran la permeabilidad de su pared celular, entre los que se incluyen la exposición a diversos agentes 
químicos (por ej.: ácidos orgánicos y EDTA) y condiciones ambientales estresantes (por ej.: pH, 
congelación, tratamiento térmico suave y presión hidrostática elevada) (Kalchayanand et al., 1992; 
Helander et al., 1997; Kalchayanand et al., 1998; Garriga et al., 2000; de Vuyst y Leroy, 2007). 
En función de su espectro de acción antimicrobiana, Jack et al. (1995) clasificaron las 
bacteriocinas en tres grupos: (i) bacteriocinas con espectro de acción reducido, únicamente activas 
frente a cepas de la misma especie que la del microorganismo productor (por ej.: LciA) o a otras 
especies de su mismo género (por ej.: amilovorina L471); (ii) bacteriocinas con espectro de acción 
intermedio, que inhiben, además, a otros géneros de bacterias lácticas distintos al del microorganismo 
productor y a otras bacterias Gram-positivas, entre las que se incluyen Listeria spp., Staphylococcus 
spp. y/o Clostridium spp. (por ej.: Ltn481 y plantaricinas S [PltS] y T [PltT]) y (iii) bacteriocinas con 
un amplio espectro de acción, activas frente a un gran número de bacterias Gram-positivas, entre las 
que se incluyen, además de las mencionadas anteriormente, especies de los géneros Bacillus, 
Brochotrix y/o Propionibacterium. Dentro de este grupo se incluyen la enterocina L50 (EntL50 
[EntL50A y EntL50B]), leucocina S (LeuS), PedPA-1, NisA y NisZ, que inhiben también la 
germinación de los esporos de Clostridium spp. y Bacillus spp.  
Por otra parte, conviene destacar que existe una fuerte correlación entre el espectro de acción 
antimicrobiana y la presencia de un enlace disulfuro extra en las bacteriocinas de la clase IIa (Eijsink et 
al., 1998; Nes y Holo, 2000; Richard et al., 2006). 
II.3.4.4. OPTIMIZACIÓN DE LA PRODUCCIÓN 
Las bacteriocinas de las bacterias lácticas son generalmente metabolitos primarios (de Vuyst et al., 
1996; Franz et al., 1996; Parente et al., 1997; Krier et al., 1998; Lejeune et al., 1998; Leroy y de Vuyst, 
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1999; Aymerich et al., 2000b; Messens et al., 2003), por lo que, en principio, puede lograrse una 
mejora de su producción mediante la optimización de las condiciones de crecimiento del 
microorganismo productor, lo que incluye diversos factores relacionados con la composición del medio 
(por ej.: fuente de carbohidratos y nitrógeno) y con las condiciones de fermentación (por ej.: pH, 
temperatura, tiempo de incubación, aireación, agitación y tamaño del inóculo) (Lejeune et al., 1998; 
Parente y Ricciardi, 1999; Leroy y de Vuyst, 2002; Leroy et al., 2006; de Vuyst y Leroy, 2007; Nes et 
al., 2007). No obstante, en ciertas ocasiones, pequeñas diferencias de crecimiento debidas a 
modificaciones en las condiciones ambientales (pH, temperatura y concentración de glucosa) provocan 
variaciones considerables en la producción de algunas bacteriocinas (Casaus, 1998; Krier et al., 1998; 
Parente y Ricciardi, 1999). Por otra parte, debido a las complejas interacciones que tienen lugar entre 
los múltiples factores que afectan a la producción de las bacteriocinas y/o a su inactivación, en 
ocasiones, las condiciones óptimas para el crecimiento de una cepa bacteriocinogénica difieren de las 
óptimas para la producción de su(s) bacteriocina(s) (de Vuyst et al., 1996; Kim et al., 1997; Parente y 
Ricciardi, 1999; Aasen et al., 2000; Møretro et al., 2000; Leroy y de Vuyst, 2002, 2005). En este 
sentido, las condiciones de estrés ambiental, a pesar de provocar una reducción en la tasa de 
crecimiento del microorganismo, suelen estimular la producción de bacteriocinas (de Vuyst et al., 
1996, Uguen et al., 1999; Neysens et al., 2003; van den Berghe et al., 2006), ya que se ha observado 
frecuentemente que: (i) el pH óptimo para la producción de bacteriocinas es ligeramente inferior al 
óptimo para el crecimiento del microorganismo productor (Krier et al., 1998) y (ii) el estrés térmico y 
el cultivo del microorganismo a temperaturas subóptimas de crecimiento provocan un incremento en el 
rendimiento de la producción de bacteriocinas (Lejeune et al., 1998; Parente y Ricciardi, 1999). 
Asimismo, se ha descrito la producción regulada de algunas bacteriocinas por sistemas de transducción 
de señal (sección II.3.4.7.4), por lo que, entre otros factores, las condiciones de cultivo (por ej.: pH) 
podrían actuar a través de este mecanismo controlando su producción (Herranz, 2001). 
II.3.4.5. PURIFICACIÓN 
Debido al potencial de las bacteriocinas de las bacterias lácticas como bioconservantes de los 
alimentos en forma de aditivos (sección II.3.4.10), se han desarrollado diversos protocolos de 
purificación con el fin de mejorar los rendimientos de bacteriocinas purificadas (Carolissen-Mackay et 
al., 1997; Berjeaud y Cenatiempo, 2004; Saavedra et al., 2004a; Beaulieu et al., 2006; de Vuyst y 
Leroy, 2007), no obstante, antes de proceder a la purificación a homogeneidad de las bacteriocinas, es 
recomendable optimizar su producción (sección II.3.4.4), y si es posible, se debería realizar empleando 
fermentadores para garantizar que los parámetros claves se mantengan estables durante el tiempo de 
incubación (Parente y Ricciardi, 1999). En cualquier caso, dado que las bacteriocinas son péptidos que 
se secretan al medio extracelular, la mayoría de los protocolos de purificación se inician con una etapa 
de concentración de las sustancias de naturaleza proteica presentes en los sobrenadantes libres de 
células obtenidos a partir de los cultivos de los microorganismos productores, con el objetivo de 
reducir el volumen de la muestra. Esta etapa inicial de concentración puede realizarse mediante: (i) 
precipitación de las proteínas con sales (por ej.: sulfato amónico) o con ácidos (por ej.: ácido siálico); 
(ii) extracción de las proteínas con solventes orgánicos (por ej.: etanol y butanol); (iii) adsorción 
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dependiente del pH de las bacteriocinas a los restos de las células productoras obtenidos por 
tratamiento térmico y a otros sustratos; (iv) filtración por diálisis o ultrafiltración; (v) desecación al 
vacío o (vi) liofilización (Coventry et al., 1996; Carolissen-Mackay et al., 1997; Venema et al., 1997; 
Janes et al., 1998; Parente y Ricciardi, 1999; Cintas et al., 2001). A continuación, el empleo de 
diversas técnicas bioquímicas y biofísicas, seleccionadas con base en las propiedades físico-químicas 
de las bacteriocinas, permite su separación del resto de compuestos proteicos y, por lo tanto, su 
purificación a homogeneidad. Hasta la fecha, se han descrito numerosas técnicas de purificación que, 
generalmente, incluyen diversas etapas cromatográficas (Nissen-Meyer et al., 1992; Carolissen-
MacKay et al., 1997; Parente y Ricciardi, 1999; Guyonnet et al., 2000; Uteng et al., 2003; Berjeaud y 
Cenatiempo, 2004; Saavedra et al., 2004a; Beaulieu et al., 2006; de Vuyst y Leroy, 2007), si bien, en 
algunas ocasiones, las etapas cromatográficas han sido sustituidas por etapas de enfoque isoeléctrico 
(Venema et al., 1997). 
Hasta la fecha, el protocolo de purificación de bacteriocinas que mayor difusión ha alcanzado en el 
campo de las bacteriocinas de las bacterias lácticas se basa en el pequeño tamaño molecular, la 
naturaleza catiónica y la relativa hidrofobicidad de las bacteriocinas (Nissen-Meyer et al., 1992). Este 
protocolo incluye: (i) el desarrollo de la cepa bacteriocinogénica en un medio líquido bajo condiciones 
óptimas para la producción de bacteriocinas, (ii) la obtención del correspondiente sobrenadante libre de 
células, (iii) la precipitación de las proteínas mediante adición de sulfato amónico y, por último, (iv) 
diversas etapas cromatográficas, entre las que incluyen las cromatografías de intercambio iónico 
(aniónico o catiónico), interacción hidrofóbica y fase inversa en un sistema de cromatografía líquida 
rápida de proteínas (FPLC, del inglés Fast Protein Liquid Chromatography). A este respecto, algunos 
autores describieron una variante de este protocolo que incluye una epata cromatográfica de filtración 
en geles previa al intercambio catiónico (Cintas, 1995; Casaus et al., 1997; Cintas et al., 1997, 1998a; 
Herranz et al., 2001d). Alternativamente, se han desarrollado métodos basados en la capacidad de 
ciertas bacteriocinas de adsorberse a las membranas externas de las células productoras y, en general, a 
células de bacterias Gram-positivas inactivadas por calor (Yang et al., 1992). A este respecto, esta 
metodología implica el ajuste del pH de los cultivos al valor (alrededor de 6) en el que se produzca la 
máxima adsorción de moléculas de bacteriocina. Así pues, este protocolo incluye: (i) el crecimiento de 
la cepa productora en un medio líquido bajo condiciones óptimas para la producción de bacteriocinas, 
(ii) la pasteurización del cultivo para destruir las células y el ajuste de su pH a 6, (iii) la centrifugación 
del cultivo, (iv) la resuspensión de las células en tampón salino a pH 2, (v) la incubación de la 
suspensión celular a 4ºC y (vi) su posterior diálisis, concentración por liofilización y cromatografía 
líquida de alta resolución (HPLC, del inglés High Performance Liquid Chromatography). Asimismo, 
Venema et al. (1997) desarrollaron un protocolo para la purificación de PedPA-1, que incluye sólo tres 
pasos: (i) precipitación de las proteínas de los sobrenadantes libres de células mediante adición de 
etanol preenfriado, (ii) isoelectroenfoque y (iii) ultrafiltración. Aunque este método evita el empleo de 
técnicas cromatográficas, la eficacia del proceso no resulta mejorada. 
Tras la purificación a homogeneidad de una bacteriocina, se suele proceder a la determinación de 
su peso molecular por espectrometría de masas y de su composición y secuencia aminoacídica. Sin 
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embargo, ciertas bacteriocinas poseen aminoácidos modificados que pueden originar el bloqueo de la 
reacción de secuenciación. En algunos casos, se puede obtener una secuenciación parcial mediante 
digestión con bromuro de cianógeno u otros agentes químicos. En estas situaciones, la identificación de 
la bacteriocina se puede conseguir mediante genética inversa, es decir, mediante la secuenciación del 
gen estructural de la bacteriocina y la deducción de la secuencia aminoacídica a partir de la 
nucleotídica (Martínez et al., 2000c). 
Finalmente, conviene destacar que los rendimientos obtenidos con los distintos protocolos de 
purificación han sido generalmente bajos e inviables para la obtención a gran escala de bacteriocina 
purificada, lo que ha motivado la búsqueda continua de protocolos más eficaces. En este contexto, 
diversos autores han generado anticuerpos específicos frente a diversas bacteriocinas (sección 
II.3.4.9.3.1) y han desarrollado protocolos de purificación, a partir de los sobrenadantes de las células 
productoras, en un sólo paso mediante cromatografía de inmunoafinidad (Suárez et al., 1997; Martínez, 
2000; Rose et al., 2001; Benech et al., 2002b; Gutiérrez et al., 2004; Richard et al., 2004a; Gutiérrez, 
2005). Asimismo, se ha descrito la inmunopurificación de NisA empleando partículas magnéticas 
recubiertas con anticuerpos (Prioult et al., 2000). En este sentido, las técnicas de inmunopurificación 
presentan algunas ventajas sobre los métodos tradicionales multicromatográficos, como son su 
sencillez y su rendimiento superior (Gutiérrez, 2005). 
II.3.4.6. MODO DE ACCIÓN 
Las bacteriocinas pueden ejercer un modo de acción bactericida (provocando la muerte celular) o 
bacteriostático (inhibiendo el crecimiento celular) sobre las células sensibles, lo que depende de 
diversos factores tales como la dosis y el grado de purificación de la bacteriocina, el estado fisiológico 
de las células sensibles (fase de crecimiento) y las condiciones experimentales del ensayo (por ej.: 
temperatura, pH y presencia de compuestos antimicrobianos y de otros agentes que alteran la 
integridad de la pared celular) (Cintas et al., 2001). La mayoría de las bacteriocinas de las bacterias 
lácticas descritas hasta la fecha ejercen un modo de acción bactericida frente a los microorganismos 
sensibles, si bien algunas de ellas (por ej.: lactocina 27, leucocina A-UAL187 y LeuS) poseen un modo 
de acción bacteriostático (Cintas et al., 2001). 
De forma general, la acción antimicrobiana de las bacteriocinas (clases Ia y II) se debe a la 
desestabilización funcional de las membranas citoplasmáticas de las células sensibles (Jack et al., 
1995), mediante la formación de poros transitorios o de canales iónicos en la membrana (Abee, 1995). 
Este proceso de desestabilización de las membranas se desarrolla en tres etapas básicas: (i) unión de la 
bacteriocina a la membrana, (ii) inserción en la misma y (iii) formación de poros y muerte celular 
(Abee, 1995; Hauge et al., 1998; Montville y Chen, 1998; Moll et al., 1999b). La unión inicial de las 
bacteriocinas a las membranas citoplasmáticas está gobernada por interacciones electrostáticas entre 
sus residuos cargados positivamente y los grupos negativos de los fosfolípidos de las membranas 
(ácidos teicoicos, lipoteicoicos y teicurónicos), es decir, las regiones de las bacteriocinas que 
determinan su especificidad deben reconocer e interaccionar de una forma específica con entidades 
localizadas en las membranas de las células diana (Abee et al., 1995; Driessen et al., 1995; Jack et al., 
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1995; Chen et al., 1997a, b, 1998). No obstante, en el caso de las bacteriocinas de amplio espectro, 
parece más probable que sea un componente determinado de la membrana, y no un receptor como tal, 
el que reaccione con la región de la bacteriocina que determina su especificidad (Fimland et al., 1998; 
Herranz, 2001). A este respecto, se conoce que algunos lantibióticos (con actividad formadora de 
poros) interaccionan con el lípido II unido a la membrana citoplasmática (precursor de la síntesis del 
peptidoglicano), que actúa facilitando la interacción de éstos con las membranas de las células 
sensibles (diana celular), es decir, como molécula “docking” (Brötz et al., 1998; Héchard y Sahl, 2002; 
Hoffmann et al., 2002; Bauer y Dicks, 2005; Christ et al., 2007; Nes et al., 2007). Asimismo, se ha 
sugerido que una de las subunidades del sistema fosfotransferasa (PTS, del inglés PhosphoTransferase 
System) manosa-específico (EIItMan) puede actuar como receptor o molécula “docking” de las 
bacteriocinas de la subclase IIa, ya que este sistema debe ser expresado para que las células sean 
sensibles a estas bacteriocinas (sección II.3.4.8) (Ramnath et al., 2000; Dalet et al., 2001; Héchard et 
al., 2001; Ramnath et al., 2004; Johnsen et al., 2005a; Drider et al., 2006). No obstante, la existencia 
de un receptor proteico específico para las bacteriocinas es una cuestión controvertida (Herranz, 2001). 
En este sentido, por una parte, el hecho de que no todas las células sean sensibles a todas las 
bacteriocinas sugiere la existencia de alguna característica que determine su especificidad, ya sean 
moléculas de la superficie celular (ácidos lipoteicoicos), una composición de fosfolípidos y/o una 
organización proteica determinada, o verdaderos receptores proteicos que medien un proceso de 
reconocimientos molecular específico (Moll et al., 1996; Gallagher et al., 1997; Hauge et al., 1998). 
No obstante, por otra parte, la existencia de bacteriocinas capaces de actuar en sistemas liposomales 
pone en duda la necesidad absoluta de un receptor proteico o de determinados componentes de la 
superficie celular para la actividad de las bacteriocinas (Chen et al., 1997a; Marciset et al., 1997). 
Estudios realizados sobre membranas y transporte activo, así como otros basados en el análisis de 
la secuencia aminoacídica de varias bacteriocinas (Gallagher et al., 1997; Hauge et al., 1998; Wang et 
al., 1999), han demostrado que el mecanismo primario de estos péptidos antimicrobianos consiste en la 
formación de poros transitorios y complejos o canales iónicos en la membrana citoplasmática (Abee et 
al., 1995). Actualmente, existen dos grandes modelos que explican el mecanismo por el que las 
bacteriocinas generan poros en las membranas citoplasmáticas (Fig. 2.3): (i) el modelo de “cuña”, 
aplicable a NisA y otros lantibióticos, según el cual las moléculas de bacteriocina se sitúan de forma 
paralela a la membrana, agregan y, posteriormente, se insertan en la membrana formando un poro 
(Abee, 1995; Driessen et al., 1995; Moll et al., 1999b) y (ii) el modelo “duela de barril”, aplicable a 
diversas bacteriocinas de la clase II, según el cual las bacteriocinas se integran en la membrana como 
monómeros y, luego, agregan estableciendo estructuras con forma de barril, en las que las caras 
hidrofílicas se dirigen hacia la luz del poro, mientras que las caras hidrofóbicas interaccionan con el 
núcleo hidrofóbico de la membrana (Abee, 1995; Ojcius y Young, 1991; Moll et al., 1999b). En 
cualquier caso, la formación de poros origina un flujo pasivo de pequeñas moléculas (iones, 
aminoácidos y ATP) que conduce a la disipación del potencial de membrana (∆Ψ) y/o del gradiente de 
pH (∆pH), ambos componentes de la fuerza protón-motriz (PMF, del inglés Proton Motive Force) 
(Montville y Bruno, 1994; Moll et al., 1999b). La alteración o colapso de la PMF (gradiente 
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Figura 2.3. Modelos que explican la formación de poros por las bacteriocinas. Adaptado de Abee (1995). 
electroquímico transmembrana necesario para el desarrollo de los procesos metabólicos dependientes 
de energía) provoca una reducción significativa del contenido de ATP intracelular, que se hidroliza en 
un intento vano de reestablecer los gradientes iónicos disipados, por lo que se impide el transporte 
activo de nutrientes y el mantenimiento de concentraciones adecuadas de ciertos iones (H+, Na+, K+ y 
Mg2+) y se reduce la síntesis de macromoléculas (proteínas y ácidos nucleicos), lo que conduce al cese 
del crecimiento bacteriano y, en última instancia, origina la muerte celular (Moll et al., 1999b; Herranz, 
2001). Finalmente, la actividad bactericida de las bacteriocinas puede ir acompañada de la lisis de las 
células sensibles (bacteriocinas bactericidas bacteriolíticas) (por ej.: NisA, plantaricina C y 
enterococcina EFS2) que se produce como consecuencia de la entrada masiva de agua y el consiguiente 
choque osmótico (Ojcius y Young, 1991) o de la activación de enzimas autolíticas asociados a la pared 
celular bacteriana (Jack et al., 1995; Martínez-Cuesta et al., 2000). No obstante, la acción bactericida 
de las bacteriocinas (bacteriocinas bactericidas no bacteriolíticas) generalmente no causa lisis celular 
(por ej.: enterocinas A, B y 226 NWC, LciA y sakacina P [SakP]) (Schillinger y Lücke, 1989; van 
Belkum et al., 1991; Franz et al., 1996, 1999b; Cintas et al., 2001). 
Por otra parte, conviene destacar que existen bacteriocinas (producidas por bacterias Gram- 
positivas) con modos de acción diferentes a la formación de poros (Héchard y Sahl, 2002; Hoffmann et 
al., 2002; Pag y Sahl, 2002b; Bauer y Dicks, 2005; Cotter et al., 2005b), entre los que destacan: (i) la 
inhibición de la biosíntesis de la pared celular por algunos lantibióticos (por ej.: NisA, mersacidina y 
actagardina) (Fig.2.4), estando implicado el lípido II unido a la membrana como molécula “docking”; 
(ii) la inhibición de la actividad de enzimas importantes, tales como la fosfolipasa A2 y la enzima 
convertidora de angiotensina (ACE) por algunos lantibióticos globulares (Ib) (por ej.: ancovenina, 
cinamicina y duramicina); (iii) la inhibición de la formación de septos durante la división de células 
bacterianas sensibles a la lactococcina 972 [Lci972] y (iv) la hidrólisis de la pared celular por las 
bacteriocinas de la clase III (por ej.: EnlA) (Fig.2.4), que provoca la lisis de las células sensibles. 
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Figura 2.4. Principales modos de acción propuestos para las bacteriocinas: (i) formación de poros en la 
membrana, mediada o no por una molécula docking (1a y 1b, respectivamente); (ii) inhibición de la síntesis 
de la pared celular (2) e (iii) hidrólisis de la pared celular (3). Adaptado de Cotter et al. (2005b). 
II.3.4.7. ORGANIZACIÓN GENÉTICA Y BIOSÍNTESIS 
Los determinantes genéticos asociados a la síntesis de las bacteriocinas forman agrupaciones 
génicas (clusters) compuestas por varios genes agrupados en uno, dos o, incluso, tres operones. Estas 
agrupaciones génicas (Fig. 2.5) constan generalmente de: (i) un gen que codifica la preprobacteriocina 
(gen estructural); (ii) un gen que codifica la proteína de inmunidad que protege a la célula productora 
de la toxicidad de la bacteriocina (gen de inmunidad); (iii) los genes responsables del procesamiento y 
transporte de la preprobacteriocina, que en el caso de transportadores del tipo ABC (sección II.5.1.1) 
requieren otro gen (gen de la proteína accesoria) que codifica una proteína accesoria esencial para la 
función de estos transportadores y, en algunos casos; (iv) los genes que codifican enzimas responsables 
de las modificaciones postraduccionales de la probacteriocina (genes de modificación); y (v) genes que 
codifican componentes involucrados en la regulación de la biosíntesis de la preprobacteriocina (genes 
de regulación) (Nes et al., 1996; Sablon et al., 2000; Cintas et al., 2001; Diep y Nes, 2002; Pag y Sahl, 
2002a, b; Chen y Hoover, 2003; Skaugen et al., 2003). 
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Figura 2.5. Representación esquemática de las agrupaciones génicas implicadas en la síntesis de 
bacteriocinas de la clase II. ABC, transportador del tipo ABC; AP, proteína accesoria del transportador del tipo ABC; 
HPK, proteína histidina-quinasa; IP, péptido inductor; RR, proteína reguladora de respuesta. Adaptado de Chen y Hoover (2003). 
En lo que se refiere a su localización, las agrupaciones génicas implicadas en la síntesis de las 
bacteriocinas pueden localizarse en plásmidos, en el cromosoma o, incluso, en transposones (Jack et 
al., 1995; Cintas et al., 2001; Diep y Nes, 2002). En este contexto, en cepas productoras de múltiples 
bacteriocinas, los genes implicados en su síntesis pueden localizarse: (i) en un único plásmido, como es 
el caso de LciA, LciB y LciM de Lc. lactis subesp. cremoris 9B4, codificadas en el plásmido p9B4-6 
(van Belkum et al., 1992); (ii) en el cromosoma, como es el caso de las plantaricinas N (PltN), EF 
(PltEF) y JK (PltJK) producidas por Lb. plantarum C11 (Diep et al., 1996; Diep y Nes, 2002) o (iii) en 
el cromosoma y en plásmidos diferentes, como es el caso de: EntL50, EntP y EntQ, producidas por E. 
faecium L50, codificadas en los plásmidos pCIZ1 (50 kb aprox.), pCIZ2 (7,4 kb) y en el cromosoma, 
respectivamente (Cintas et al., 1998a; Criado et al., 2006a); y carnobacteriocinas BM1 (CbnBM1), B2 
(CbnB2) y CbnA producidas por Carnobacterium piscicola LV17, codificadas en el cromosoma y en 
los plásmidos pCP49 (72 kb) y pCP40 (61 kb), respectivamente (Quadri et al., 1994; Worobo et al., 
1994; Quadri et al., 1995, 1997b). Por otra parte, conviene destacar que la localización de los genes 
que codifican una bacteriocina puede variar según la cepa productora, como se ha descrito para algunas 
bacteriocinas (SakP, EntL50 [EntL50A y EntL50B] y EntAS-48) (Moreno et al., 2002; Vaughan et al., 
2003; Abriouel et al., 2005). 
II.3.4.7.1. Gen(es) estructural(es) 
La mayoría de los genes estructurales de las bacteriocinas de las bacterias lácticas codifican 
precursores biológicamente inactivos (preprobacteriocinas) que contienen: (i) una extensión N-terminal 
y (ii) un propéptido C-terminal (probacteriocina), que dará lugar a la bacteriocina madura (Jack et al., 
1995; Nes et al., 1996; Cintas et al., 2001). Las extensiones N-terminales pueden ser: (i) secuencias 
líder del tipo “doble glicina” (Gly-Gly) (15−30 aa), reconocidas por los sistemas de transporte del tipo 
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ABC (sección II.5.1.1), que presentan homología en sus estructuras primarias y contienen residuos 
hidrofóbicos en posiciones −4, −7, −12 y −15 (con respecto al punto de procesamiento de la 
preprobacteriocina), residuos hidrofílicos en posiciones −8, −9, −11 y un residuo Gly totalmente 
conservado en posición −2, aunque, generalmente, se caracterizan por la presencia de dos residuos Gly 
conservados en su extremo C-terminal (posiciones −1 y −2) (Håvarstein et al., 1994, 1995; Casaus, 
1998; Herranz, 2001); (ii) secuencias líder del tipo FNLDV o tipo nisina (23−30 aa), reconocidas 
también por los sistemas de transporte del tipo ABC (sección II.5.1.1), que presentan el motivo 
conservado FNLDV, un residuo Ser en posición −6 (con respecto al punto de procesamiento de la 
preprobacteriocina) y un residuo de prolina (Pro) en posición −2 (Nes y Johnsborg, 2004; de Jong et 
al., 2006) o (iii) péptidos señales (SP, del inglés Signal Peptide) (18−30 aa), que permiten el procesado 
y la secreción de bacteriocinas por el sistema Sec (sección II.5.1.2), sin homología en sus estructuras 
primarias, pero caracterizados por la presencia de un dominio N (compuesto por 1−5 aa y con carga 
neta positiva), un dominio H (compuesto por 7−15 aa y con naturaleza hidrofóbica) y un dominio C 
(compuesto por 3−7 aa y con carga neta positiva) (Casaus, 1998; Fekkes y Driessen, 1999; Cintas et 
al., 2001; Herranz, 2001). De forma general, las extensiones desempeñan un papel fundamental en el 
reconocimiento, procesamiento (eliminación de la extensión N-terminal) y la secreción al medio 
extracelular de las bacteriocinas (sección II.5.1). Asimismo, se ha sugerido que las extensiones N-
terminales: (i) podrían intervenir en la modificación postraduccional de ciertos lantibióticos (Cintas et 
al., 2001; Skaugen et al., 2003) y (ii) mantienen las bacteriocinas biológicamente inactivas en el 
interior de la célula productora, protegiéndola de sus efectos tóxicos mientras permanecen en su 
interior (Jack et al., 1995; Nes et al., 1996), si bien se ha descrito que el precursor de PedAcH/PedPA-1 
posee actividad antimicrobiana (Ray et al., 1999). En este contexto, conviene destacar que, a pesar de 
que la práctica totalidad de las bacteriocinas de las bacterias Gram-positivas se sintetizan en forma de 
precursores inactivos, algunas bacteriocinas se sintetizan sin ningún tipo de extensión N-terminal, 
como es el caso de EntL50 (EntL50A y EntL50B) (Cintas et al., 1998a), EntQ (Cintas et al., 2000d), 
enterocina EJ97 (EntEJ97) (Sánchez-Hidalgo et al., 2003), enterocina MR10 (EntMR10 [EntMR10A y 
EntMR10B]) (Martín-Platero et al., 2006), bacteriocina LsbB (Gajic et al., 2003), aureocina A70 
(AurA70 [AurA, AurB, AurC y AurD]) (Netz et al., 2001) y aureocina A53 (Netz et al., 2002), siendo 
su mecanismo de secreción desconocido hasta la fecha, salvo en el caso de las bacteriocinas LsbB, 
EntEJ97 y EntQ. Finalmente, las bacteriocinas pertenecientes a la subclase IIb (sistema de dos 
péptidos) (por ej.: EntL50 [EntL50A y EntL50B]) contienen dos genes estructurales contiguos. 
II.3.4.7.2. Gen(es) de inmunidad 
En la mayoría de los bacteriocinas, el gen que codifica la proteína de inmunidad se localiza en el 
mismo operón que el gen estructural, de forma contigua y con idéntica orientación, de manera que la 
proteína de inmunidad específica se expresa concomitantemente con la bacteriocina, pero, a diferencia 
de ésta, no requiere un sistema de procesamiento y transporte ya que no se secreta al medio extracelular 
(Nes et al., 1996). No obstante, en ocasiones, los genes de inmunidad tienen una localización atípica, 
como ocurre en las agrupaciones génicas de: (i) la bacteriocina LsbB de Lc. lactis BGM1 (Gajic et al., 
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2003), EntB de E. faecium BFE 900 (Franz et al., 1999b) y CbnA de C. piscicola LV17A (Franz et al., 
2000), en las que se encuentran situados próximos al gen estructural pero con orientación contraria y 
(ii) la munditicina KS de E. mundtii NFRI 7393 (Kawamoto et al., 2002), en la que los genes 
estructural, de transporte y de inmunidad, contiguos y con la misma orientación, se encuentran situados 
en un único operón, si bien el gen de transporte se encuentra situado entre el gen estructural y el de 
inmunidad. 
De forma general, las proteínas de inmunidad se caracterizan por su pequeño tamaño molecular 
(51−154 aa) y su elevado pI (7−10), así como por la presencia de posibles segmentos hidrofóbicos 
transmembrana, lo que sugiere que podrían integrarse en las membranas citoplasmáticas de las células 
productoras de bacteriocinas para ejercer su acción protectora (Fremaux et al., 1993; Diep et al., 1996). 
Recientemente, se ha demostrado que la estructura tridimensional de las proteínas de inmunidad de 
CbnB2 y enterocina A (EntA) es muy similar, a pesar de conferir resistencia a bacteriocinas con 
secuencias aminoacídicas muy diferentes, ya que ambas presentan cuatro hélices α (Sprules et al., 
2004; Johnsen et al., 2005b; Drider et al., 2006). Sin embargo, el mecanismo molecular de acción de 
las proteínas de inmunidad aún no se ha elucidado (Fimland et al., 2002; Johnsen et al., 2004; Fimland 
et al., 2005; Drider et al., 2006). Abee (1995) sugirió que estas proteínas podrían interaccionar con las 
bacteriocinas en el medio extracelular para impedir su interacción con las membranas y la consiguiente 
formación de poros. No obstante, esta hipótesis se descartó tras demostrarse que: (i) las proteínas de 
inmunidad de LciA (Venema et al., 1994) y CbnB2 (Quadri et al., 1995) no son activas desde el 
exterior celular y (ii) la localización de la proteína de inmunidad de la mesentericina Y105 (MesY105) 
es intracelular (Johnsen et al., 2004). El modelo propuesto por Abee (1995) también sugiere que la 
proteína de inmunidad podría interaccionar con las moléculas de bacteriocina integrantes de los poros 
de membrana, desestabilizándolos y/o sellándolos. No obstante, resulta poco probable que exista una 
interacción directa entre la bacteriocina y su proteína de inmunidad, ya que la homología entre las 
proteínas de inmunidad de bacteriocinas estrechamente relacionadas es escasa (Nes et al., 1996; 
Fimland et al., 2002). Por otra parte, el modelo propuesto por Venema et al. (1994) para la proteína de 
inmunidad de LciA sugiere que ésta podría interaccionar, a través de su segmento transmembrana, con 
una proteína transmembrana que actuara como receptor de la bacteriocina, lo que dificultaría su 
inserción en la membrana y, por lo tanto, su acción antimicrobiana. Posteriormente, otros autores 
también han sugerido que las proteínas de inmunidad actúan alterando la interacción entre la 
bacteriocina y el hipotético receptor de la bacteriocina localizado en la membrana (Quadri et al., 1995; 
Sprules et al., 2004). Recientemente, Johnsen et al. (2004, 2005a) han demostrado que la mitad C-
terminal de las proteínas de inmunidad de las bacteriocinas de la clase IIa contiene una región 
implicada en el reconocimiento específico, directa o indirectamente, de las bacteriocinas frente a las 
que confiere inmunidad, concretamente de su extremo C-terminal, y que, además, las proteínas de 
inmunidad no interaccionan estrechamente con la membrana citoplasmática, sino que pueden estar 
asociadas débilmente como proteínas de membrana periféricas, lo que permitiría su interacción con las 
bacteriocinas. Así pues, de acuerdo con este modelo la bacteriocina y la proteína de inmunidad se 
sitúan en lados opuestos de la membrana celular y parece no existir contacto directo entre ambas 
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moléculas (Johnsen et al., 2004; Fimland et al., 2005; Johnsen et al., 2005a; Drider et al., 2006). 
Además, puesto que existe cierta variación (dependiente de la cepa bacteriana) en la funcionalidad de 
las proteínas de inmunidad (Fimland et al., 2002; Johnsen et al., 2004), se ha sugerido que estas 
proteínas podrían interaccionar indirectamente con las bacteriocinas a través de componentes celulares 
(por ej.: el hipotético receptor de las bacteriocinas) que variaran, en cierto modo, en las distintas cepas 
(Fimland et al., 2005; Johnsen et al., 2005a). 
Adicionalmente, algunos transportadores del tipo ABC (sección II.5.1.1) están implicados en la 
inmunidad frente a bacteriocinas mediante la extrusión activa de las moléculas que han conseguido 
penetrar en la membrana desde el medio extracelular, lo que evita su acumulación en la membrana 
(Young y Holland, 1999; Stein et al., 2005). Este mecanismo de inmunidad se ha descrito en la 
mayoría de los lantibióticos, salvo en el caso de los lantibióticos Pep5, epicidina 280, Cyl y lactocina S 
(Skaugen et al., 2003), y puede constituir el único mecanismo de inmunidad presente, tal es el caso de 
Ltn481 (Rincé et al., 1997), o un mecanismo de inmunidad adicional al de la típica proteína de 
inmunidad, como ocurre en el caso de NisA (Siezen et al., 1996) y la subtilina (Klein y Entian, 1994). 
Por consiguiente, en estos sistemas existen dos transportadores del tipo ABC, uno implicado en la 
secreción del precursor del lantibiótico y el otro en la inmunidad frente a su forma madura. A este 
respecto, conviene destacar que no existen homologías entre ambos transportadores y que, además, su 
configuración es diferente, ya que en el transportador del tipo ABC implicado en la secreción, sus dos 
dominios forman parte de un único polipéptido, mientras que en el transportador del tipo ABC 
implicado en la inmunidad cada dominio se sintetiza de manera independiente (Young y Holland, 
1999). Por otra parte, también se han descrito transportadores del tipo ABC implicados en la 
inmunidad frente a algunas bacteriocinas de la clase II, como ocurre en el caso de EntAS-48 (Díaz et 
al., 2003), CirA (Kemperman et al., 2003) y bacteriocinas LsbA y LsbB (Gajic et al., 2003). Es 
interesante destacar el caso especial de las bacteriocinas LsbA y LsbB, en el que LmrB es un 
transportador MDR del tipo ABC con función dual, responsable tanto del transporte como de la 
inmunidad de la bacteriocina LsbA (sintetizada con secuencia líder) y de la bacteriocina LsbB 
(sintetizada sin extensión N-terminal) (Gajic et al., 2003). De forma similar, es probable que el 
transportador ABC EntL50GHIJ de E. faecium L50 ejerza una función dual, estando implicado en la 
secreción de EntL50 (EntL50A y EntL50B) e inmunidad frente a esta bacteriocina (Criado, 2006). 
II.3.4.7.3. Genes de procesamiento y transporte 
El transporte y procesamiento de las bacteriocinas que se sintetizan con una extensión N-terminal 
del tipo secuencia líder doble glicina depende de la coexpresión de dos genes que codifican un 
transportador del tipo ABC y su proteína accesoria, y que, generalmente, se encuentran ligados al gen 
estructural y al de inmunidad (Nes et al., 1996). Las características de este sistema de transporte, así 
como las del sistema Sec, se tratan detalladamente en la sección II.5 de esta memoria. 
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II.3.4.7.4. Genes de regulación de la producción: sistema de transducción de señal de tres 
componentes 
La producción de la bacteriocinas puede ser considerada como un proceso con una aparente y 
única función: la inhibición de la microflora que compite por un sustrato o nutriente limitado, por lo 
tanto, parece razonable considerar que la capacidad de producir bacteriocinas de forma regulada en 
función de los niveles de algun(os) factor(es) ambiental(es) puede representar una ventaja adaptativa 
para la cepa bacteriocinogénica favorecida por la selección natural (Skaugen et al., 2003). 
En numerosas ocasiones, la capacidad de producir bacteriocinas constituye un fenotipo inestable 
que puede perderse por diversas razones como: (i) inestabilidad plasmídica (en el caso de bacteriocinas 
codificadas en plásmidos); (ii) inactivación de sus genes por inserción de transposones; (iii) dilución de 
cultivos bacteriocinogénicos en un medio líquido por debajo de un umbral e (iv) incubación a 
temperaturas superiores a las máximas de producción (Diep et al., 1995; Eijsink et al., 1996; Brurberg 
et al., 1997; Nes y Eijsink, 1999; Diep et al., 2000; Cintas et al., 2001; Eijsink et al., 2002; Skaugen et 
al., 2003). En este sentido, se ha descrito la existencia de mecanismos moleculares involucrados en la 
regulación transcripcional de la producción de algunas bacteriocinas (Kleerebezem y Quadri, 2001; 
Quadri, 2002), como en el caso de EntA de E. faecium CTC492 (Nilsen et al., 1998), NisA de Lc. 
lactis (Kuipers et al., 1995), PltN, PltEF y PltJK de Lb. plantarum C11 (Diep et al., 1995; Anderssen et 
al., 1998), sakacina A (SakA) de Lactobacillus sakei Lb706 (Axelson y Holck, 1995) y SakP de Lb. 
sakei LTH673 (Eijsink et al., 1996). Así pues, la regulación de la producción de estas bacteriocinas 
depende de un sistema de transducción de señal, similar a los sistemas que intervienen en la regulación 
de la respuesta de las células bacterianas a modificaciones ambientales (Diep et al., 1996; Nes et al., 
1996; Skaugen et al., 2003), que generalmente consta de tres componentes (Fig. 2.5): (i) un péptido 
inductor (IP, del inglés Inducing Peptide), conocido también como factor de inducción, molécula señal 
o feromona; (ii) una proteína sensora histidina-quinasa (HPK, del inglés Histidine Protein Kinase), que 
funciona como sensor de señales específicas y (iii) una proteína reguladora de respuesta (RR, del inglés 
Response Regulator), que, tras ser activada por una proteína HPK específica, desencadena la respuesta 
adaptativa del hospedador (Nes et al., 1996; Kleerebezem et al., 1997; Nes y Eijsink, 1999; 
Kleerebezem y Quadri, 2001). En lo que respecta a los genes que codifican estos componentes, 
conviene destacar que pueden constituir un operón independiente (por ej.: PltEF y PltJK) o bien formar 
parte del operón en el que se localizan los genes de transporte (por ej.: CbnB2). 
II.3.4.7.4.1. Péptido inductor 
Los IPs son moléculas de pequeño tamaño molecular, con o sin modificaciones postraduccionales, 
que constituyen la señal inicial de los sistemas reguladores de tres componentes y que controlan la 
biosíntesis de determinadas bacteriocinas, permitiendo su producción de manera rápida y “explosiva” 
mediante un mecanismo de autoinducción (Nes y Eijsink, 1999). Conviene destacar que estos péptidos 
presentan similitudes estructurales con las bacteriocinas (Nes y Eijsink, 1999), ya que los IPs: (i) son 
catiónicos, parcialmente anfipáticos y con capacidad de adoptar una estructura en hélice α y (ii) se 
sintetizan en forma de precursores con una secuencia líder, generalmente del tipo Gly-Gly, lo que 
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sugiere que los IPs y bacteriocinas podrían ser procesados y secretados por el mismo transportador del 
tipo ABC. No obstante, los IPs también presentan características que, claramente, los diferencian de las 
bacteriocinas (Nes y Eijsink, 1999; Skaugen et al., 2003), como son: (i) su menor tamaño molecular 
(tan sólo 19−26 aa), a diferencia del tamaño superior de las bacteriocinas (>30 aa); (ii) la ausencia de 
actividad antimicrobiana, exceptuando el caso del IP del sistema de las plantaricinas de Lb. plantarum 
C11 (Anderssen et al., 1998) y los casos en los que la propias bacteriocinas (por ej.: NisA) inducen su 
propia síntesis (Kuipers et al., 1995) y (iii) su elevada potencia, ya que poseen actividad biológica a 
concentraciones (aprox., 0,1 nM) considerablemente menores que las requeridas para que las 
bacteriocinas ejerzan su efecto antimicrobiano (orden picomolar-nanomolar). Por otra parte, existe una 
homología significativa entre los IPs descritos hasta la fecha, si bien, éstos actúan, generalmente, de 
manera muy específica a nivel de cepa (Brurberg et al., 1997; Nes y Eijsink, 1999). Asimismo, el gen 
que codifica el IP se cotranscribe con los genes de las proteínas HPK y RR (Nes y Eijsink, 1999). En lo 
que respecta a la función de los IPs, como resultado de su autoinducción se expresan además todos los 
genes necesarios para la producción e inmunidad de las bacteriocinas (Nes y Eijsink, 1999). 
II.3.4.7.4.2. Proteína histidina-quinasa y proteína reguladora de respuesta: transducción de señal 
Las HPKs de estos sistemas contienen tres dominios: (i) un dominio sensor N-terminal, localizado 
en el lado periplásmico de la membrana citoplasmática, que detecta la presencia del IP, (ii) un dominio 
central o de membrana, rico en aminoácidos hidrofóbicos que presumiblemente forman 6−8 hélices α 
transmembrana y (iii) un domino C-terminal de unión al ATP (también denominado dominio 
transmisor), que posee actividad autoquinasa y contiene un residuo de histidina (His) conservado que 
constituye el lugar de fosforilación (Nes y Eijsink, 1999). Por otra parte, las RRs poseen dos dominios: 
(i) un dominio N-terminal, que contiene un residuo de ácido aspártico conservado que representa el 
lugar de fosforilación y (ii) un dominio receptor C-terminal, que media la respuesta adaptativa (Nes et 
al., 1996). 
El mecanismo de inducción de estos sistemas de transducción de señal consiste en una serie de 
reacciones de fosforilación y desfosforilación acopladas que se desarrollan en cinco etapas (Fig. 2.5): 
(i) unión del IP al dominio sensor de la HPK, (ii) autofosforilación de la HPK, (iii) desfosforilación de 
la HPK y fosforilación acoplada del domino receptor de la proteína RR, (iv) interacción de la proteína 
RR con secuencias específicas situadas en la región promotora de los genes diana y, por último, (v) 
activación de la transcripción de los genes implicados en la producción de las bacteriocinas (Nes y 
Eijsink, 1999). A este respecto, conviene destacar que la estructura de la región promotora de los genes 
regulados de esta forma es atípica, ya que contienen: (i) una secuencia −10 muy conservada, (ii) una 
secuencia −35 poco conservada que, por lo tanto, es difícilmente reconocible como tal y (iii) dos 
secuencias adicionales características con las que interacciona la proteína RR, denominadas secuencias 
−80 y −40, que contienen secuencias repetidas directa o inversa de aprox. 10 pb y separadas entre sí 
por una distancia 12−13 pb (equivalente aproximadamente a dos vueltas en la cadena de ADN) (Diep 
et al., 1996; Brurberg et al., 1997; Risøen et al., 1998; Nes y Eijsink, 1999; Risøen et al., 2000). 
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Hasta la fecha, se han propuesto dos modelos para explicar el proceso de inducción de la síntesis 
de bacteriocinas. Según el modelo de regulación por densidad celular (del inglés Quorum Sensing), el 
IP se produce de forma constitutiva en pequeñas cantidades, acumulándose progresivamente durante el 
crecimiento celular, y cuando se alcanza el nivel umbral requerido para ejercer la autoinducción se 
incrementa la expresión de todos los genes de la agrupación génica de la bacteriocina. El modelo 
alternativo propone que se produce IP a un nivel ligeramente inferior al necesario para la 
autoinducción, y que la presencia de ciertas condiciones ambientales aumenta transitoriamente su 
producción, de manera que cuando se supera el nivel umbral se induce su propia síntesis y la del resto 
de genes de la agrupación génica de la bacteriocina (Nes et al., 1996; Nes y Eijsink, 1999; Straume et 
al., 2007). 
II.3.4.8. RESISTENCIA ADQUIRIDA 
De forma general, la presencia de una sustancia antimicrobiana en un ambiente determinado en el 
que haya bacterias provoca la selección de variedades bacterianas resistentes a esa sustancia 
antimicrobiana. En particular, el cultivo de bacterias en presencia de bacteriocinas puede provocar la 
aparición de mutantes resistentes. En este sentido, estudios realizados sobre la respuesta de varias cepas 
de L. monocytogenes a la presencia de PedPA-1 y NisA demostraron que: (i) de forma natural, existen 
cepas resistentes a cada una de las bacteriocinas, (ii) la influencia de los factores ambientales en la 
aparición de resistencias es específica de la bacteriocina, ya que las condiciones de estrés ambiental 
disminuyen la frecuencia de aparición de mutantes resistentes a NisA, pero no influyen en la aparición 
de mutantes resistentes a PedPA-1, (iii) la estabilidad del fenotipo de resistencia varía 
considerablemente, siendo inestable en el caso de NisA, pero estable en el de PedPA-1, (iv) el coste 
metabólico que supone el fenotipo de resistencia, medido como una reducción en la tasa de 
crecimiento, también varía, siendo muy evidente en el caso de PedPA-1 y (v) las cepas mutantes 
resistentes no son más sensibles a las condiciones de estrés ambiental (Gravesen et al. 2002a; Chen y 
Hoover, 2003). No obstante, respecto a esta última característica, conviene mencionar que Modi et al. 
(2000) demostraron que las cepas mutantes resistentes a NisA son más sensibles a los tratamientos 
térmicos que las cepas salvajes. 
En los últimos años se han realizado numerosos estudios para elucidar los mecanismos implicados 
en el desarrollo de resistencias a las bacteriocinas. En este sentido, la aparición de mutantes de Listeria 
spp. con bajos niveles de resistencia a bacteriocinas de la clase IIa se ha asociado con alteraciones en la 
composición lipídica, contenido de alanina (Ala) y carga de su membrana citoplasmática (Crandall y 
Montville, 1998; Vadyvaloo et al., 2002; Limonet et al., 2004b; Vadyvaloo et al., 2004a, b; Drider et 
al., 2006). Por otra parte, la aparición de mutantes de L. monocytogenes y E. faecalis con altos niveles 
de resistencias a bacteriocinas se debe principalmente a la pérdida del sistema PTS manosa-específico 
(EIItMan), codificado por el operón mptACD, que podría constituir la molécula “docking” de estas 
bacteriocinas (Dalet et al., 2000, 2001; Héchard et al., 2001; Gravesen et al., 2002b, 2004; Ramnath et 
al., 2004). Asimismo, la aparición de mutantes de L. monocytogenes con altos niveles de resistencia 
también es el resultado de la pérdida del factor σ54, codificado por el gen rpoN (Robichon et al., 1997), 
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y del activador ManR asociado a σ54 (Dalet et al., 2001), implicados ambos componentes en la 
regulación positiva del operón mpt (Xue et al., 2005). Además, en algún caso, la aparición de mutantes 
con altos niveles de resistencia a bacteriocinas de la clase IIa se ha asociado a la sobreexpresión del 
sistema PTS glucósido β-específico (EIIBgl) (Gravesen et al., 2000, 2002b). Por otra parte, en un 
estudio reciente Diep et al. (2007) han demostrado que la perdida de dos componentes de EIItMan (ptnC 
y ptnD) en Lc. lactis IL1403, permite a esta cepa desarrollar resistencia frente a LciA debido a que 
actúan como dianas celulares de LciA y de diversas bacteriocinas pertenecientes a la clase II (EntP, 
LciB, PedPA-1 y SakA) y, por ello, se hipotetiza con la posibilidad de que las proteínas de inmunidad 
de estas bacteriocinas presenten un mecanismo similar para protegerse frente a sus propias 
bacteriocinas (Diep et al., 2007). 
Recientemente, el empleo de la tecnología de “microarrays” de ADN para la caracterización de los 
mecanismos de resistencia a NisA en Lc lactis ha revelado variaciones en la regulación de 95 genes 
diferentes (Kramer, 2005; Kramer et al., 2006), pertenecientes a las siguientes categorías funcionales: 
(i) síntesis de la pared celular, (ii) metabolismo central y energético, (iii) metabolismo de los 
fosfolípidos y los ácidos grasos, (iv) regulación génica, (v) transporte, (vi) respuesta a condiciones de 
estrés y (v) otras funciones desconocidas. Entre los genes sobreexpresados en estos mutantes destacan: 
(i) genes que codifican proteínas de unión a penicilinas; (ii) genes implicados en la síntesis de la pared 
celular, concretamente en sustituciones en el ácido lipoteicoico, cuya sobreexpresión provoca un 
incremento de la carga positiva de la pared celular; (iii) genes que codifican transportadores del tipo 
ABC (sección II.5.1.1) implicados en la resistencia a determinadas sustancias (por ej.: arsénico y 
bacitracina) y (iv) genes implicados en el metabolismo del nitrógeno, particularmente en el catabolismo 
de la arginina, cuya sobreexpresión provoca un incremento de la producción de amonio y, por lo tanto, 
del pH de la pared celular, lo que podría incrementar su afinidad por NisA, impidiendo su acceso a la 
membrana citoplasmática. Por otra parte, se observó una reducción de la expresión de los genes 
implicados en la saturación de los ácidos grasos de los fosfolípidos de la membrana citoplasmática. En 
definitiva, la resistencia a NisA en Lc. lactis y, probablemente, en otras bacterias Gram-positivas, es un 
rasgo multifactorial en el que están implicados simultáneamente numerosos mecanismos, que parecen 
ser transitorios ya que este fenotipo (resistencia) desaparece rápidamente cuando las cepas se 
desarrollan en un medio sin esta bacteriocina (Kok et al., 2005; Kramer, 2005; Kramer et al., 2006). 
Es conveniente destacar que se ha observado que tras el cultivo de determinadas cepas bacterianas 
en presencia de algunas bacteriocinas de la clase IIa, en ocasiones, se obtienen mutantes resistentes a 
esa bacteriocina que también son resistentes a otras bacteriocinas de la misma clase (por ej.: 
PedAcH/BavA, PedAcH/piscicolina 126 [Psc126], PedPA-1/divergicina M35 y leucocinas A [LeuA], 
B y E/SakA), lo que sugiere la existencia de un posible mecanismo general de resistencia a las 
bacteriocinas de la clase IIa (Rekhif et al., 1994; Dykes y Hastings, 1998; Rasch y Knøchel, 1998; 
Bouttefroy y Milliere, 2000; Ramnath et al., 2000; Gravesen et al., 2002b; Ramnath et al., 2004; 
Naghmouchi et al., 2007). Por otra parte, diversos estudios revelaron que mutantes resistentes a 
bacteriocinas de la clase IIa no son resistentes a los lantibióticos ni a otras bacteriocinas pertenecientes 
a otras clases (Rekhif et al., 1994; Wan et al., 1997; Rasch y Knøchel, 1998; Guinane et al., 2006). Sin 
Antonio Basanta Díaz 98
II. Introducción 
embargo, Gravesen et al. (2002a) han descrito el desarrollo de resistencia simultánea frente a NisA y 
PedPA-1 de una cepa de L. monocytogenes, y diversos autores han observado la aparición de 
resistencias cruzadas frente a bacteriocinas de las clases I y II (Crandall y Montville, 1998; Bouttefroy 
y Milliere, 2000; Gravesen et al., 2004; Naghmouchi et al., 2007). Por todo ello, dado que uno de los 
problemas que plantea el empleo de las bacteriocinas como bioconservantes alimentarios (sección 
II.3.4.10) es la aparición de poblaciones resistentes, el empleo de combinaciones de bacteriocinas con 
una potente actividad antimicrobiana y con diferentes mecanismos de acción, en un sistema de barreras 
múltiples, podría evitar la aparición y el desarrollo de resistencias bacterianas (Cintas et al., 2000b; 
Cotter et al., 2005b). 
II.3.4.9. MÉTODOS DE DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN 
Las técnicas empleadas en la identificación, detección y cuantificación de las bacteriocinas pueden 
dividirse en tres grandes grupos: (i) pruebas biológicas, basadas en la actividad antimicrobiana de las 
bacteriocinas frente a microorganismos sensibles (microorganismos indicadores); (ii) pruebas 
genéticas, basadas en la detección de secuencias específicas de genes estructurales de bacteriocinas ya 
caracterizadas y (iii) pruebas inmunoquímicas, basadas en la detección de bacteriocinas mediante el 
empleo de anticuerpos específicos (Martínez et al., 2000c). Además, existen otras pruebas para la 
detección y/o cuantificación de bacteriocinas, aunque su empleo está menos generalizado, basadas en 
fenómenos físico-químicos como la: (i) conductancia (Giraffa et al., 1990); (ii) concentración de ATP 
liberado al medio extracelular tras la ruptura de la membrana (Criado, 2006); (iii) 
quimioluminiscencia/fluorometría (Wahlström y Saris, 1999); (iv) bioluminiscencia (Reid et al., 1990) 
y (v) espectrometría de masas (Rose et al., 1999; Zendo et al., 2007). 
II.3.4.9.1. Pruebas biológicas 
Las pruebas biológicas constituyen, habitualmente, el punto de partida en la búsqueda de bacterias 
lácticas productoras de bacteriocinas. Los bioensayos más empleados son la prueba de difusión en agar 
(ADT, del inglés Agar Difussion Test) (Cintas, 1995; Cintas et al., 1995) y los métodos 
turbidométricos como la prueba en placas microtituladoras (MPA, del inglés Microtiter Plate Assay) 
(Holo et al., 1991; Cintas et al., 2000d) basados en la inhibición del desarrollo de un microorganismo 
indicador inoculado en una placa de agar o en una placa microtituladora, respectivamente. La 
cuantificación de la actividad antimicrobiana se realiza empleando “unidades arbitrarias” (UA), en la 
prueba de difusión en placas de agar, o “unidades de bacteriocina” (UB), cuando el bioensayo utilizado 
es la prueba turbidométrica. Ambos parámetros se definen como la recíproca de la máxima dilución de 
la muestra analizada que: (i) inhibe al microorganismo indicador inoculado en la placa de agar 
produciendo la aparición de un halo o zona de inhibición del indicador (UA) o (ii) inhibe en un 50% el 
crecimiento del microorganismo indicador inoculado en una placa microtituladora (UB). En este 
contexto, la ausencia de unidades internacionales de actividad para las bacteriocinas, salvo en el caso 
de NisA, impide no sólo estandarizar los métodos biológicos de análisis de las mismas, sino también la 
comparación directa de la sensibilidad de diferentes especies y cepas. No obstante, a pesar de su 
innegable utilidad, sensibilidad y sencillez, ambas pruebas presentan tres inconvenientes que las 
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convierten en poco reproducibles y fiables: (i) la cuantificación de la actividad antimicrobiana es 
subjetiva y depende de la sensibilidad de la cepa indicadora, (ii) son pruebas inespecíficas, pues no 
permiten discriminar otros posibles compuestos o componentes con actividad antimicrobiana y (iii) el 
crecimiento del microorganismo indicador está influido por diversos factores (por ej.: medio de cultivo, 
temperatura y tiempo de incubación) (Blom et al., 1997; Martínez, 2000). 
II.3.4.9.2. Pruebas genéticas 
Las técnicas de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o de hibridación DNA-DNA, (Southern-
blot, dot-blot e hibridación en colonia) son pruebas genéticas de empleo rutinario que permiten 
determinar si una bacteria posee el potencial genético de codificar una determinada bacteriocina, 
mediante la detección específica y rápida de sus genes estructurales y/o secuencias específicas del 
operón correspondiente (Martínez, 2000). Estas pruebas tienen entre sus ventajas su elevada 
especificidad y sensibilidad. No obstante, la detección de la presencia del gen estructural de una 
bacteriocina en un cepa no implica la producción y liberación al medio extracelular de las bacteriocinas 
correspondientes, ya que en algunos casos pueden constituir genes silentes que no se transcriben o que 
sólo se expresan bajo determinadas condiciones ambientales (de Vuyst et al., 2003; Foulquié-Moreno 
et al., 2003b; Citti, 2005). Además, en el caso de la reacción de PCR, no es posible discriminar entre 
variantes de una misma bacteriocina que difieran en tan sólo unos nucleótidos, por lo que siempre es 
conveniente confirmar la secuencia nucleotídica de los amplicones obtenidos (Martínez, 2000). 
II.3.4.9.3. Pruebas inmunoquímicas 
Las pruebas inmunoquímicas constituyen métodos de elección para la detección y cuantificación 
de bacteriocinas. La mayoría de estas pruebas se basan en la transferencia del antígeno a una superficie 
inerte, para que, una vez fijado a esa superficie, pueda ser reconocido por un anticuerpo específico, y el 
complejo antígeno-anticuerpo formado se detectará enzimáticamente. En general, la obtención de 
anticuerpos específicos frente a bacteriocinas permitiría la detección y cuantificación de bacteriocinas 
en diferentes sustratos, ya sean los sobrenadantes de los cultivos de los microorganismos productores o 
los alimentos en los que se encuentran. Además, dichos ensayos pueden servir de referencia para el 
desarrollo de otras pruebas inmunológicas más complejas, como por ejemplo, las de 
inmunolocalización e inmunopurificación (Gutiérrez, 2005). No obstante, la utilización de técnicas 
inmunoquímicas ha tenido un impacto marginal en lo referente a la detección y cuantificación 
específica de bacteriocinas, comparado con la detección y cuantificación de otros péptidos y proteínas. 
Esto puede ser debido a la dificultad de generar anticuerpos específicos frente a las bacteriocinas de 
interés, que se deriva de: (i) el pequeño tamaño de las bacteriocinas, generalmente inferior a 5−10 kDa, 
lo que las convierte en haptenos, es decir, en sustancias antigénicas reconocidas por anticuerpos 
específicos pero no inmunógenos o capaces de generar una respuesta inmune; (ii) la ausencia de 
aminoácidos modificados, excepto en el caso de los lantibióticos, y/o de plegamientos estructurales 
complejos, lo que también contribuye a su escasa o nula inmunogenicidad (capacidad de generar una 
respuesta inmune); (iii) la necesidad de bacteriocina purificada en cantidad suficiente para su empleo 
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durante el proceso de inmunización; (iv) la ausencia de preparados comerciales de bacteriocinas de 
gran pureza y (v) la escasez de métodos de purificación con rendimientos adecuados (Martínez, 2000). 
Por otra parte, en función del tipo de muestra utilizada para la detección de la bacteriocina, las 
técnicas inmunoenzimáticas se dividen en dos grandes grupos: (i) ensayos basados en la transferencia 
de células para su posterior reconocimiento inmunoquímico (colony-immunoblot) y (ii) ensayos 
basados en la transferencia de sobrenadantes de cepas bacteriocinogénicas o de bacteriocinas (semi-) 
purificadas para su posterior detección inmunoquímica. Dentro del segundo grupo, existen distintos 
ensayos según la superficie inerte en la que se fijan los antígenos y el tipo de transferencia: (i) Western-
blot, basado en la transferencia electroforética de las bacteriocinas a una membrana de nitrocelulosa o 
difluoruro de polivinilideno (PVDF, del inglés Polyvinylidene difluoride); (ii) spot-immunoblot, basado 
en la transferencia directa de las bacteriocinas a una membrana de nitrocelulosa y (iii) ELISA (del 
inglés Enzyme Linked-ImmunoSorbent Assay), basado en la transferencia directa de las bacteriocinas a 
placas o paletas de poliestireno o polietileno (Gutiérrez, 2005; Criado, 2006). 
El empleo de anticuerpos específicos frente a bacteriocinas en pruebas inmunoquímicas que 
permitan su detección y/o cuantificación requiere previamente: (i) la elección del inmunógeno 
(molécula con capacidad de provocar una respuesta inmune y reaccionar con anticuerpos específicos) 
que se empleará durante el protocolo de inmunización y frente al que se generarán los anticuerpos; (ii) 
la obtención de anticuerpos de especificidad predeterminada frente a bacteriocinas en animales de 
experimentación; (iii) la evaluación de la sensibilidad y especificidad de los inmunosueros obtenidos y 
(iv) el desarrollo de protocolos eficaces para la detección y cuantificación de las bacteriocinas (Criado, 
2006). 
II.3.4.9.3.1. Aplicación de anticuerpos frente a bacteriocinas 
De forma general, la principal aplicación de los anticuerpos generados frente a bacteriocinas ha 
sido facilitar su detección y cuantificación en los sobrenadantes de cepas bacteriocinogénicas o en 
muestras obtenidas durante su purificación a homogeneidad y, sólo en pocas ocasiones, en sustratos 
alimentarios reales (Falahee et al., 1990; Stringer et al., 1995; Suárez et al., 1996b; Bouksaim et al., 
1999, 2000; Daoudi et al., 2001; Leung et al., 2002). No obstante, el potencial de aplicación de estos 
anticuerpos es muy amplio, incluyendo: 
1. Estudios de regulación de la producción de bacteriocinas y estructura-función (Suárez et al., 1996a, 
b; Horn et al., 1998; Martínez et al., 1998, 1999; Daoudi et al., 2001; Leversee y Glatz, 2001; 
Kawamoto et al., 2002; Leung et al., 2002; Keren et al., 2004; Criado et al., 2006b). 
2. Estudios de producción de múltiples bacteriocinas por hospedadores heterólogos (Horn et al., 
1999; Martínez et al., 2000b). 
3. Evaluación de la especificidad del sistema de transporte de las bacteriocinas, como describieron 
Kuipers et al. (2004) en el caso del sistema de transporte NisT, empleando anticuerpos generados 
frente al péptido líder de NisA. 
4. Inmunolocalización de las bacteriocinas en células productoras, células sensibles y sustratos en los 
que desarrollan su actividad (Maqueda et al., 1993; Stringer et al., 1995; Bouksaim et al., 1999; 
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Benech et al., 2002b). Esta técnica requiere la disponibilidad de anticuerpos específicos marcados 
(por ej.: con partículas de oro) que permitan la visualización mediante microscopía electrónica de 
los complejos antígeno-anticuerpo y resulta útil no sólo para facilitar el estudio de la biosíntesis de 
las bacteriocinas y de su mecanismo de acción (Bouksaim et al., 1999, 2000; Benech et al., 2002b), 
sino también para la determinación in situ de la presencia, en forma libre o unida a los 
constituyentes de los alimentos, de las moléculas de bacteriocinas (Stringer et al., 1995). 
5. Inmunopurificación de bacteriocinas (Suárez et al., 1997; Prioult et al., 2000; Rose et al., 2001; 
Benech et al., 2002b; Gutiérrez et al., 2004; Richard et al., 2004a). Esta técnica, basada en la 
inmovilización de los anticuerpos específicos en soportes adecuados (resinas cromatográficas o 
partículas magnéticas), ha resultado eficaz para la purificación a homogeneidad de bacteriocinas de 
manera rápida (en una única etapa). 
II.3.4.10. APLICACIONES: BIOCONSERVACIÓN DE ALIMENTOS 
La mayoría de las técnicas de conservación de los alimentos disponibles actualmente en la 
industria alimentaria se basan en complejos procesos tecnológicos y en el empleo de aditivos químicos. 
Sin embargo, cada vez es mayor el número de consumidores que demandan productos “más naturales”, 
menos procesados e, incluso, libres de aditivos químicos. En este contexto, la bioconservación es una 
alternativa que permite asegurar la seguridad de estos alimentos y, por lo tanto, satisfacer la demanda 
de los consumidores actuales. En este sentido, la bioconservación se define como “la prolongación de 
la vida útil y el incremento de la seguridad higiénico-sanitaria de los alimentos mediante la utilización 
de compuestos naturales de origen animal, vegetal o microbiano que no ejercen efectos perjudiciales 
sobre la salud de los consumidores” (Stiles, 1996; Cintas y Casaus, 1998) o incluso como “la 
prolongación de la vida útil y el incremento de la seguridad higiénico-sanitaria de los alimentos 
mediante la utilización de la microflora natural o sus metabolitos” (Schillinger et al., 1996; Aymerich y 
Hugas, 1998). Hasta la fecha, se han realizado numerosos estudios que demuestran la eficacia de las 
bacterias lácticas bacteriocinogénicas y/o sus metabolitos como bioconservantes para inhibir el 
desarrollo y/o eliminar la presencia de un gran número de microorganismos patógenos y alterantes 
presentes en diversos alimentos (por ej.: leche, quesos, productos lácteos, productos cárnicos, 
vegetales, pescados, mariscos, ensaladas, alimentos enlatados, ovoproductos, vino, cerveza, bebidas 
analcohólicas y productos de panadería) (Daeschel, 1993; Delves-Broughton et al., 1996; Cintas y 
Casaus, 1998; O’Sullivan et al., 2002a; Työppönen et al., 2003; Vaughan et al., 2004, 2005; Cotter et 
al., 2005b; Foulquié-Moreno et al., 2006). Por consiguiente, el empleo de bacterias lácticas y/o sus 
met ras múltiples, abolitos como bioconservantes alimentarios, formando parte de un sistema de barre
constituye una alternativa, fácilmente aceptable por los consumidores, las agencias sanitarias y 
emp iría obtener productos más naturales, más saludables y con menos resas alimentarias, que permit
aditivos químicos (Stiles, 1996; Cintas y Casaus, 1998; O’Sullivan et al., 2002a; Ross et al., 2002; 
Devlieghere et al., 2004; Deegan et al., 2006). 
Conviene destacar que de los compuestos antimicrobianos producidos por las bacterias lácticas 
(sección II.3.2), las bacteriocinas producidas por microorganismos de los géneros Carnobacterium, 
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Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc y Pediococcus poseen un gran potencial como 
bioconservantes en la industria alimentaria (Abee et al., 1995; Holzapfel et al., 1995; McMullen y 
Stiles, 1996; Schillinger et al., 1996; Cintas y Casaus, 1998; Cotter et al., 2005b; Gálvez et al., 2007), 
lo que es debido a algunas de sus características, entre las que se incluyen: 
1. Su producción por bacterias que, debido a la larga tradición de su empleo en alimentos 
fermentados sin problemas higiénico-sanitarios asociados, son consideradas microorganismos 
GRAS y/o QPS (Schillinger et al., 1996; Martínez et al., 2000d) (sección II.3.3). 
2. Naturaleza proteica (sección II.3.4.2), por lo que las bacteriocinas se inactivarían presumiblemente 
por las enzimas proteolíticas del tracto digestivo (principalmente gástricas) (Piard y Desmazeaud, 
1991; Cintas et al., 2001; Cotter et al., 2005b; Bernbom et al., 2006) y, por lo tanto, no originarían 
disbiosis intestinales. 
3. Ausencia de capacidad inmunógena (sección II.3.4.9.3), por lo que no ocasionarían fenómenos 
alérgicos. 
4. Amplio espectro de acción antimicrobiana y potente actividad frente a microorganismos patógenos 
y/o alterantes presentes en diversos alimentos, como L. monocytogenes, S. aureus y Cl. botulinum 
(sección II.3.4.3). Además, pueden actuar sinérgicamente con otros sistemas de conservación de 
los alimentos (Gould, 1996). 
5. Resistencia a diversos tratamientos tecnológicos de conservación aplicados a los alimentos (por ej.: 
pasteurización, liofilización y acidificación). 
6. Ausencia de actividad biológica frente a células eucariotas. 
Como se mencionó anteriormente (sección II.2.2.4.1), entre las aplicaciones de las bacterias 
lácticas bacteriocinogénicas y/o sus bacteriocinas como bioconservantes de los alimentos se incluye su 
empleo para: (i) la mejora de su calidad higiénico-sanitaria y seguridad y la extensión de su vida útil, 
por su actividad inhibidora del desarrollo de microorganismos patógenos y/o alterantes potencialmente 
presentes en los alimentos y (ii) la mejora de la calidad y características organolépticas de los 
alimentos, por su actividad inhibidora del desarrollo de la flora NSLAB (Hugas, 1998; O’Sullivan et 
al., 2002a; Ryan et al., 2002; Chen y Hoover, 2003; Cotter et al., 2005b; Guinane et al., 2005; Deegan 
et al., 2006; Drider et al., 2006). 
De forma general, existen tres estrategias para la aplicación de las bacteriocinas como 
bioconservantes alimentarios: (i) inoculación del alimento con la bacteria láctica bacteriocinogénica, 
para que ésta produzca la bacteriocina in situ (cultivo protector y/o cultivo iniciador); (ii) adición como 
ingrediente alimentario de un medio fermentado por una cepa bacteriocinogénica y (iii) adición como 
aditivo alimentario de la bacteriocina purificada o parcialmente purificada (Abee et al., 1995; 
Holzapfel et al., 1995; Schillinger et al., 1996; Aymerich y Hugas, 1998; Ross et al., 1999; Chikindas 
y Montville, 2002; Cotter et al., 2005b; Deegan et al., 2006; de Vuyst y Leroy, 2007; Gálvez et al., 
2007). Prácticamente cualquier bacteria láctica bacteriocinogénica y/o bacteriocina puede emplearse en 
la industria alimentaria bajo las dos primeras formas de aplicación. De hecho, las bacterias lácticas 
bacteriocinogénicas se han utilizado de forma empírica o inadvertidamente durante siglos en las 
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fermentaciones alimentarias (Stiles, 1996). En lo que se refiere a la tercera estrategia, el empleo de 
bacteriocinas como aditivos alimentarios está sujeto a la regulación de la lista positiva de estas 
sustancias y, en la actualidad, la única bacteriocina autorizada para tal fin es NisA (conservante 
alimentario E-234), en determinados tipos de productos. A este respecto, en la U.E. está permitida la 
utilización de NisA como conservante (E-234) en determinados tipos de quesos, productos lácteos y 
postres. Asimismo, en Australia y Nueva Zelanda también está permitida su adición como conservante 
de l., 2002; Delves-la cerveza (Delves-Broughton et al., 1996; Riley y Wertz, 2002; Twomey et a
Broughton, 2005). En este contexto, para que se acepte legalmente el empleo de una bacteriocina como 
aditivo alimentario se requieren numerosos estudios bioquímicos, genéticos y toxicológicos, que 
suponen un coste económico muy importante (Schoeman et al., 1999; Deegan et al., 2006), lo que 
prov o bioconservante se realice mediante cualquiera de las otras dos estrategias. oca que su empleo com
Así pues, actualmente, se comercializan diversos medios fermentados por cepas bacteriocinogénicas 
com tes alimentarios, tal es el caso del medio ALTA 2341  (fermentado por P. acidilactici) o ingredien TM
(Daeschel, 1989; Cotter et al., 2005b). Asimismo, la producción in situ de bacteriocinas representa una 
alternativa muy interesante desde el punto de vista económico, ya que no lleva asociado el coste 
adicional necesario para su empleo como aditivo alimentario y, además, proporciona una fuente de 
bac llen y Stiles, 1996; Benkerroum et al., 2002). teriocina más duradera (McMu
Hasta la fecha, NisA y PedPA-1 son las bacteriocinas de las bacterias lácticas que han tenido 
may o bioconservantes alimentarios, no obstante, otras or aceptación comercial para utilizarse com
bacteriocinas han mostrado resultados prometedores tanto a nivel industrial como en ensayos de 
laboratorio (Diep y Nes, 2002). En este sentido, el empleo de las bacterias lácticas en los productos 
lácteos ha tenido una larga y segura trayectoria, principalmente como cultivos iniciadores para la 
elaboración del queso (O’Sullivan et al., 2002a). En la industria láctea se utilizan frecuentemente los 
nitratos para prevenir la germinación de los esporos de microorganismos del género Clostridium, lo 
que constituye un problema frecuente durante la producción de quesos debido a la producción de 
toxina botulínica por Cl. botulinum o a la sobreproducción de ácido butírico por Clostridium 
tyrobutyricum (Schillinger et al., 1996; Cleveland et al., 2001). No obstante, la problemática higiénico-
sanitaria de la utilización de estos conservantes químicos puede evitarse mediante el empleo de NisA 
como se ha descrito para la elaboración de queso “Gouda”, “Camembert”, “Cheddar” y “Cottage” 
(Benkerroum y Sandine, 1988; Hugenholtz y de Veer, 1991; Maisnier-Patin et al., 1992; Zottola et al., 
1994; Delves-Broughton et al., 1996). Además, NisA posee un amplio y potente espectro 
antimicrobiano, en el que se incluyen microorganismos alterantes y patógenos de los alimentos como 
L. monocytogenes y bacterias Gram-positivas formadoras de esporos como Cl. botulinum (Schillinger 
et al., 1996; Cleveland et al., 2001). Por ello, en la actualidad se utiliza como bioconservante de una 
gran variedad de productos lácteos (por ej.: quesos procesados y para untar, quesos acidificados, 
postres lácteos pasteurizados, leche fresca pasteurizada y sus mezclas), así como de huevo líquido 
(Maisnier-Patin et al., 1992; Benech et al., 2002a, b; Twomey et al., 2002; Garneau et al., 2003). Por 
otra parte, un gran número de bacteriocinas distintas de NisA podrían emplearse como bioconservantes 
de los productos lácteos, entre las que destacan las siguientes: (i) Ltn3147 inhibe el desarrollo de L. 
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monocytogenes Scott A y B. cereus en quesos “Cottage”, quesos madurados con mohos, yogurt natural 
y leche de bebes (McAuliffe et al., 1999; Papagianni, 2003; Deegan et al., 2006). Asimismo, Ltn3147 
y lacticina 99 permiten mejorar la calidad y características organolépticas de los quesos mediante el 
control de la flora láctica que no forma parte del cultivo iniciador (flora NSLAB) (Uljas y Luchansky, 
1995; Ryan et al., 1996; Fenelon et al., 1999; Ryan et al., 2001; Deegan et al., 2006); (ii) PedPA-1, 
producida heterólogamente por cepas de Lc. lactis y Lb. plantarum, se emplea como cultivo iniciador 
para la elaboración de queso “Cheddar” y como espray sobre la superficie de queso “Munster” debido 
a que inhibe el desarrollo de L. monocytogenes (Buyong et al., 1998; Ennahar et al., 1998); (iii) la 
pediocina 5 inhibe el desarrollo de L. monocytogenes en leche (Huang et al., 1994); (iv) la cepa E. 
faecium F58, productora de la enterocina F58, reduce el crecimiento de L. monocytogenes CECT 4032 
serovar 4b en 1−4 unidades logarítmicas cuando son cocultivadas en leche de cabra y, además, inhibe 
el desarrollo de esta cepa en los quesos “Jben” (Achemchem et al., 2006); (v) Psc126, producida por 
Carnobacterium maltaromaticum JG126, inhibe el desarrollo de L. monocytogenes en quesos 
“Camembert” (Wan et al., 1997); (vi) la linocina M-18, producida por Brevibacterium lines, inhibe el 
desarrollo de L. monocytogenes en quesos rojos (Eppert et al., 1997); (vii) la variacina, producida por 
Kocuria varians, se ha empleado para producir un producto lácteo que inhibe a B. cereus en productos 
lácteos refrigerados y postres de vainilla y chocolate (O´Mahony et al., 2001) y (viii) EntA, EntP y 
EntAS-48, producidas por cepas de E. faecium y E. faecalis, inhiben el desarrollo de L. monocytogenes 
durante la elaboración de los quesos “Cottage”, “Feta”, “Manchego”, “Taleggio” y “Cheddar” (Giraffa 
et al., 1995; Núñez et al., 1997; Sarantinopoulos et al., 2002; Foulquié-Moreno et al., 2003a; Liu et al., 
2008). Asimismo, EntA, producida por E. faecium CCM 4231, inhibe el desarrollo de L. 
monocytogenes y S. aureus en leche de soja (Lauková y Czikková, 1999). Por otra parte, LciA, LciB, 
LciM, Ltn 3147, Ltn481 y EntAS-48 presentan un efecto lítico sobre las bacterias lácticas empleadas 
como cultivos iniciadores del queso “Cheddar”, produciéndose una disminución del tiempo de 
maduración y afectando positivamente a su calidad y a sus características organolépticas (Chapot-
Chartier et al., 1994; Crow et al., 1995; Ross et al., 1999; Martínez-Cuesta et al., 2001; Oumer et al., 
2001; O´Sullivan et al., 2002b; Peláez y Requena, 2005). 
En lo que respecta a la bioconservación de la carne fresca y los productos cárnicos fermentados, la 
utilización de NisA ha sido ampliamente estudiada, si bien se ha observado su ineficacia debido a su 
unión a grupos sulfhidrilos de las proteínas o a partículas de carne (Chung et al., 1989; Deegan et al., 
2006) y a su fuerte interacción con los fosfolípidos, lo que principalmente limita su actividad en carnes 
con un alto contenido de grasas (Henning et al., 1986). No obstante, el empleo de NisA ha resultado ser 
efectiva en: (i) salchichas del tipo “Bolonia” que contenían una menor cantidad de grasa (Davies et al., 
1999), (ii) en carne de ternera para inhibir el desarrollo de Brochothrix thermosphacta (Cutter y 
Siragusa, 1998) y (iii) jamón para inhibir el desarrollo de L. monocytogenes (Jofré et al., 2007). 
Además, en la industria cárnica se utilizan frecuentemente los nitritos para estabilizar el color rojo de 
las carnes y para prevenir la germinación de los esporos de microorganismos del género Clostridium. 
Sin embargo, estos nitritos pueden reaccionar con aminas secundarias en las carnes formándose 
nitrosaminas carcinogénicas (Chen y Hoover, 2003). Esta problemática higiénico-sanitaria de la 
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utilización de estos conservantes químicos puede evitarse mediante el empleo combinado de NisA y 
nitritos ya que inhiben la formación de esporas de Clostridium sporogenes y retrasan la producción de 
toxina botulínica por Cl. botulinum (Rayman et al., 1981; Taylor et al., 1985). Por otra parte, diversos 
estudios han puesto de manifiesto que las bacteriocinas producidas por microorganismos de los géneros 
Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Carnobacterium y Lactobacillus, entre otros, poseen un 
mayor potencial como bioconservantes de los productos cárnicos que NisA (Stiles y Hastings, 1991; 
O´Sullivan et al., 2002a). A este respecto, la incorporación de cepas de P. acidilactici productoras de 
PedPA-1 en salchichas tipo “Frankfurter”, de pavo, pollo y en embutidos fermentados permite inhibir 
el desarrollo de L. monocytogenes (Berry et al., 1991; Foegeding et al., 1992; Luchansky et al., 1992; 
Baccus-Taylor et al., 1993). Asimismo, el empleo combinado de PedPA-1 junto con el envasado de 
carnes en atmósferas modificadas permite reducir la incidencia de alteraciones producidas por bacterias 
Gram-negativas (Stiles y Hastings, 1991). Por otra parte, la incorporación de LeuA, producida por 
Leuconostoc gelidum UAL 187, en carne de ternera picada y envasada al vacío permite retrasar la 
alteración producida por Lb. sakei durante 6−8 semanas (Leisner et al., 1996). Asimismo, se ha 
demostrado la eficacia de la utilización de EntA, EntB, EntAS-48, EntCRL35 y enterocina 416K1 
(Ent416K1), SakA, SakK, SakP y SakX, la lactocina 705, leucocina A-4010, Psc126 y plantaricina 423 
(Plt423), entre otras bacteriocinas, para controlar el crecimiento de L. monocytogenes en pechugas de 
pollo, jamón, cerdo, pato, carne de ternera, avestruz, salchichas y embutidos fermentados (Schillinger, 
et al., 1991; Holck, et al., 1994a, b; Tichaczek et al., 1994; Jack et al., 1996; Vignolo et al., 1996; 
Hugas et al., 1998; Lauková et al., 1999b; Aymerich et al., 2000a, c; Callewaert et al., 2000; Vignolo 
et al., 2000; Budde et al., 2003; Hugas et al., 2003; Sabia et al., 2003; Dicks et al., 2004; Ananou et 
al., 2005; Benkerroum et al., 2005; Héquet et al., 2007; Jofré et al., 2007). Finalmente, el empleo de 
cepas productoras de bacteriocinas (por ej.: Ltn3147 y curvacina A [CurA]) como adjuntos del cultivo 
iniciador han permitido mejorar las características organolépticas de productos cárnicos como el salami 
y embutidos fermentados (Vogel et al., 1993; Coffey et al., 1998). 
Por otra parte, el deterioro del pescado fresco es causado generalmente por microorganismos 
Gram-negativos que, de forma general, no son sensibles a la acción antimicrobiana de las bacteriocinas 
de las bacterias lácticas, por lo que muy pocos investigadores han evaluado su eficacia como 
bioconservantes de estos productos (O’Sullivan et al, 2002a). Sin embargo, en el pescado envasado al 
vacío, microorganismos Gram-positivos como, entre otros, Cl. botulinum y L. monocytogenes pueden 
causar graves problemas sanitarios, habiéndose descrito su inhibición por diversas bacteriocinas 
(Degnan et al., 1994; Einarsson y Lauzon, 1995; Nilsson et al., 1997; Gómez et al., 2004b, 2006). A 
este respecto, algunos investigadores han evaluado la eficacia de la adición de cultivos 
bacteriocinogénicos en estos productos. Así pues, se ha descrito el crecimiento y la producción de 
bacteriocinas por Carnobacterium divergens V41, C. piscicola VI, C. piscicola SF668, C. piscicola 
A9b y C. piscicola CS256 en pescado ahumado conservado a 4 y 5ºC, lo que permitió inhibir el 
desarrollo de L. monocytogenes en este producto (Duffes et al., 1999a, b; Nilsson et al., 1999; 
Yamazaki et al., 2003; Brillet et al., 2004; Nilsson et al., 2004). Más recientemente, Connil et al. 
(2002) demostraron el potencial de C. divergens V41, microorganismo productor de divercina V41, 
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como bioconservante del salmón ahumado refrigerado bajo diferentes condiciones de temperatura y 
diferentes concentraciones de glucosa y sal. Asimismo, Katla et al. (2001) y Aasen et al. (2003) han 
demostrado la eficacia de SakP para inhibir el desarrollo de L. monocytogenes en salmón ahumado 
conservado. Por otra parte, se ha comprobado la eficacia de NisA para la conservación de filetes de 
pescado ahumado y de NisZ y BavA, producida por Lactobacillus bavaricus MI 401, para la 
conservación de camarones (Einarsson y Lauzon, 1995). 
En lo que respecta a la bioconservación de productos vegetales y fruta, Plinio “El Viejo” describía 
en el siglo I d.C. la conservación de la col blanca en vasijas de barro especiales, empleadas sucesiva y 
únicamente para este fin; no existe duda de que bajo las condiciones descritas por Plinio, la col se 
fermentaba a “Sauerkraut” por la acción de los microorganismos que quedaban retenidos en los poros 
de las vasijas y que procedían de una fermentación anterior (Cintas y Casaus, 1998). Durante esta 
fermentación, producida por Leuconostoc mesenteroides, se produce dióxido de carbono y ácidos 
orgánicos que inhiben el desarrollo de la mayoría de los microorganismos indeseables debido a las 
condiciones anaeróbicas y el descenso de pH creados. A pesar de ello, se puede producir el desarrollo 
de cepas de Lb. plantarum que alteran este producto, no obstante, se ha demostrado que el empleo de 
NisA y cepas de Le. mesenteroides resistentes a ésta, permiten que se desarrolle esta fermentación y 
que se produzca la inhibición de estas cepas de Lb. plantarum (Steinkraus, 1982; Harris et al., 1992a, 
b; Settanni y Corsetti, 2008). En la actualidad, la manipulación y el sistema de envasado, que requieren 
los productos de origen vegetal, dificultan a veces el mantenimiento de temperaturas de refrigeración 
adecuadas, lo que proporciona un ambiente propicio para el crecimiento de microorganismos 
patógenos. Por ello, se ha evaluado el empleo de cultivos de cepas productoras de bacteriocinas como 
una barrera antimicrobiana adicional en este tipo de alimentos (O’Sullivan et al., 2002a). A este 
respecto, Cai et al. (1997) demostraron que el cocultivo de Lc. lactis HPB1688, productor de NisZ, con 
L. monocytogenes en los envases de ensalada fresca cortada y lista para su consumo permitía reducir 
aproximadamente 10 veces la población de este patógeno después del almacenamiento del producto 
entre 7−10ºC durante 10 días. Este mismo grupo demostró que una enterocina producida por una cepa 
de E. faecium era capaz de reducir la población de L. monocytogenes en ensalada “Caesar”. En otro 
estudio, Allende et al. (2007) demostraron que la aplicación de NisZ y coagulina, independiente y 
conjuntamente en una solución de lavado, permite inhibir el crecimiento de L. monocytogenes en 
ensalada fresca y cortada. Por otra parte, la munditicina AT06, producida por E. mundtii AT06, inhibe 
el desarrollo de L. monocytogenes en habichuelas (Bennik et al., 1998; Settanni y Corsetti, 2008). Otro 
problema asociado a los vegetales frescos es la posibilidad de que vehiculen una contaminación 
bacteriana con coliformes o enterococos como resultado de unas inadecuadas condiciones higiénicas 
durante su manipulación. A este respecto, Vescovo et al. (1995) demostraron que al tercer día de la 
inoculación de cepas de Lb. casei en vegetales refrigerados envasados y listos para su consumo se 
observó un marcado efecto inhibidor, lo que permitió reducir drásticamente o eliminar la presencia de 
coliformes o enterococos, respectivamente, en el producto. Por otra parte, Ruiz-Barba et al. (1994) y de 
Castro et al. (2002) demostraron que la utilización de Lb. plantarum LPCO10 (productor de PltS y 
PltT) y de Enterococcus casseliflavus cc45 (en combinación con Lactobacillus pentosus CECT 5138) 
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como cultivos iniciadores, permite controlar la fermentación de aceitunas verdes de estilo español. 
Asimismo, Komitopoulou et al. (1999) y Grande et al. (2005) demostraron que NisA y EntAS-48, 
respectivamente, son efectivas para controlar las alteraciones organolépticas producidas por 
Alicyclobacillus acidoterrestris en zumos de frutas. Además, EntAS-48 inhibe el crecimiento de: (i) 
Bacillus licheniformis en zumo de manzana y sidra (Grande et al., 2006b); (ii) B. cereus en alimentos a 
base de arroz y puré de verduras (Grande et al., 2006a, 2007b); (iii) Bacillus coagulans en frutas y 
productos vegetales enlatados (Lucas et al., 2006) y (iv) S. aureus en salsas vegetales (Grande et al., 
2007a; Settanni y Corsetti, 2008). Finalmente, EntEJ97 producida por E. faecalis EJ97 inhibe el 
crecimiento de Bacillus macroides y Bacillus maroccanus en purés de verduras (Settanni y Corsetti, 
2008). 
Los estudios realizados sobre la posible utilidad de las bacteriocinas de las bacterias lácticas como 
bioconservantes de la cerveza son muy escasos y se han basado principalmente en el empleo de NisA. 
A este respecto, estudios recientes han demostrado la eficacia de NisA para inhibir las alteraciones 
microbianas producidas por las bacterias lácticas en la cerveza (sección II.1.7.1) (Ogden y Tubb, 1985; 
Ogden, 1986; Ogden y Waites, 1986; Delves-Broughton et al., 1996) y en el vino (Radler, 1990a, b; 
Daeschel et al., 1991; Navarro et al., 2000; Rojo-Bezares et al., 2007a). Estos estudios demuestran que 
mientras las bacterias lácticas alterantes de estas bebidas alcohólicas son sensibles a NisA, la actividad 
biológica de la levadura Sc. cerevisiae y las características organolépticas de los productos finales no se 
ven afectadas. De este modo, NisA podría emplearse en la industria cervecera para: (i) prevenir y/o 
controlar posibles contaminaciones durante el proceso de fermentación, (ii) eliminar posibles 
contaminaciones bacterianas durante los lavados de la levadura, (iii) reducir los tiempos de 
pasteurización y/o (iv) aumentar la vida media de cervezas no pasteurizadas (Delves-Broughton et al., 
1996). En este sentido, como se mencionó anteriormente, el empleo de NisA como aditivo 
antimicrobiano en cerveza está autorizado en Australia y Nueva Zelanda (Delves-Broughton et al., 
1996). Por otra parte, las aplicaciones de NisA en la industria del vino son similares, no obstante, no 
podría utilizarse en los vinos en los que la fermentación maloláctica determina sus características 
organolépticas (Delves-Broughton et al., 1996), o se requerirían cepas de bacterias lácticas resistentes a 
NisA y capaces de desarrollar esta fermentación (Daeschel et al., 1991). Además, Chihib et al. (1999) 
demostraron que NisA, en combinación con otros factores de estrés microbiano (por ej.: temperatura y 
pH), inhibe el desarrollo de P. frisingensis, una bacteria Gram-negativa anaerobia alterante de la 
cerveza (sección II.1.7.2.1). Asimismo, se ha descrito el aislamiento de malta y sorgo de cepas 
bacteriocinogénicas de los géneros Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc que 
poseen la capacidad de inhibir el desarrollo de las principales bacterias lácticas alterantes de la cerveza 
(O´Mahony et al., 2000; Vaughan et al., 2001; Hartnett et al., 2002). Además, se han purificado a 
homogeneidad 11 de estas bacteriocinas lo que ha resultado en el reconocimiento de que todas ellas 
pertenecen a la clase II, siendo algunas bacteriocinas nuevas (por ej.: SakX y SakT) y, la mayoría, 
idénticas a otras ya descritas aisladas de sustratos diferentes como SakP, LeuA y MesY105. Por otra 
parte, se ha descrito el aislamiento de cerveza alterada de la cepa bacteriocinogénica Lb. plantarum 
423, así como la purificación y caracterización de la bacteriocina responsable de su actividad 
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antimicrobiana (Plt423) (van Reenen et al., 1998). En un estudio reciente, Vaughan et al. (2004) 
demostraron que la cepa Lc. lactis M30, aislada de cebada, produce y secreta su bacteriocina, idéntica a 
Ltn3147 (Settanni et al., 2005), en mosto cervecero. Asimismo, esta bacteriocina, inoculada en 
cerveza, inhibe el desarrollo de la cepa alterante de cerveza Lb. brevis BSH9 y, además, permanece 
biológicamente activa tras someterse a los tratamientos térmicos de pasteurización de la cerveza y 
almacenamiento a 30ºC y refrigeración, no obstante, pierde su actividad antimicrobiana después de 12 
h de fermentación y cuando se adiciona y somete a ebullición en mosto con lúpulo. Por otra parte, 
Navarro et al. (2000) aislaron, de productos vinícolas y vino, nueve cepas de Lb. plantarum con 
actividad bacteriocinogénica frente a otras bacterias lácticas, entre las que Lb. plantarum J23 y J51 
fueron las cepas con mayor actividad antimicrobiana. Además, Lb. plantarum J23 sólo mostró 
actividad antimicrobiana frente a cepas de Oenococcus oeni y cepas de los géneros Pediococcus y 
Lactobacillus, cuando se cocultiva con otras bacterias lácticas (Rojo-Bezares et al., 2007b). Por otra 
parte, Schoeman et al. (1999) propusieron la construcción de cepas recombinantes de Sc. cerevisiae 
con la capacidad de producir bacteriocinas de interés para la bioconservación de la cerveza, el vino y 
los productos de panadería durante el proceso de fermentación. En este sentido, PedPA-1 y Plt423 se 
han expresado heterólogamente en cepas de Sc. cerevisiae (Schoeman et al., 1999; van Reenen et al., 
2003) (sección II.6.1). 
A pesar del potencial práctico de las bacteriocinas de las bacterias lácticas descrito anteriormente, 
la eficacia de estas sustancias y/o de las cepas bacteriocinogénicas en aplicaciones industriales puede 
resultar alterada por diversos factores que afectan a la capacidad bacteriocinogénica de las cepas 
empleadas y/o a la actividad antimicrobiana de sus bacteriocinas (Nettles y Barefoot, 1993; Daeschel, 
1993; Holzapfel et al., 1995; Schillinger et al., 1996; Stiles, 1996; Callewaert et al., 2000; Martínez et 
al., 2000d; Aasen et al., 2003; Bhatti et al., 2004; Gálvez et al., 2007). Entre los factores que afectan 
desfavorablemente a la capacidad bacteriocinogénica destacan: (i) la existencia de un ambiente 
inadecuado (por ej.: pH, temperatura y nutrientes) para la síntesis de bacteriocinas en cantidad 
suficiente; (ii) la presencia de fagos que destruyan o retrasen el crecimiento de las cepas 
bacteriocinogénicas; (iii) la pérdida espontánea de tal capacidad (sólo cuando sus determinantes 
genéticos se localizan en plásmidos u otros elementos genéticos transmisibles) y (iv) la incapacidad de 
la cepa bacteriocinogénica de desarrollarse debido a fenómenos de antagonismo ejercidos por otros 
microorganismos presentes en el alimento. Por otra parte, entre los factores que influyen negativamente 
en la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas destacan: (i) la aparición de microorganismos 
resistentes; (ii) la existencia en el alimento de condiciones (por ej.: pH, proteasas, procesos oxidativos 
y aditivos alimentarios) que alteren su estructura y/o función; (iii) su unión a ciertos componentes de 
los alimentos (por ej.: proteínas y partículas de grasa) y (iv) la dificultad para lograr su solubilización 
y/o distribución uniforme en la matriz alimentaria, especialmente en los alimentos elaborados con 
materias primas sólidas o semisólidas. No obstante, las bacteriocinas pueden actuar sinérgicamente con 
otros métodos de conservación y/o compuestos antimicrobianos utilizados en la industria alimentaria, 
entre los que se incluyen: (i) el acetato y lactato de sodio y el sorbato de potasio, que aumentan la 
actividad antimicrobiana de diversas bacteriocinas (por ej.: NisA, PedPA-1 y Ltn3147) frente a L. 
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monocytogenes, Cl. perfringens y Sa. enterica en diversos productos cárnicos (Scannell et al., 2000a; 
Uhart et al., 2004; Bari et al., 2005); (ii) el ácido cítrico, fítico y láctico, que incrementan la actividad 
antimicrobiana de diversas bacteriocinas (por ej.: NisA y PedPA-1) frente a L. monocytogenes en carne 
fresca (Cleveland et al., 2001; Bari et al., 2005); (iii) el ácido acético, cítrico y láctico, los benzoatos y 
sorbatos, que aumentan la actividad antimicrobiana de EntAS-48 a pH ácido (4,5) frente S. aureus 
CECT 976 (Ananou et al., 2007); (iv) los agentes químicos de grado alimentario (por ej.: EDTA), que 
alteran la permeabilidad de las membranas externas de los microorganismos Gram-negativos, lo que les 
sensibiliza a diversas bacteriocinas (por ej.: NisA) (Stevens et al., 1991; Siragusa et al., 1999) y (v) los 
tratamientos térmicos, de altas presiones y campos eléctricos, que potencian la actividad 
antimicrobiana de diversas bacteriocinas (por ej.: NisA, PedPA-1, EntA, EntB, EntAS-48, EntL50, 
SakP y Ltn3147) frente a L. monocytogenes, Listeria innocua, S. aureus y E. coli 0157:H7 en diversos 
productos cárnicos y quesos (Morgan et al., 2001; Garriga et al., 2002; Arques et al., 2005; Rodríguez 
et al., 2005; Gálvez et al., 2007). Por todo lo anterior, y de acuerdo con el concepto actual de la 
“tecnología de los obstáculos” (Leistner y Gorris, 1995; Leistner, 2000), desarrollado inicialmente por 
Leistner (1992), las bacteriocinas deberían emplearse como un factor antimicrobiano adicional en un 
sistema de barreras constituido por múltiples y diversos factores (barreras o métodos) de conservación 
(físicos, químicos o biológicos) (Cleveland et al., 2001; Bari et al., 2005; Mahapatra et al., 2005; 
Deegan et al., 2006). De esta manera, gracias al efecto sinérgico antimicrobiano derivado de la 
presencia simultánea de diferentes factores de conservación, podría reducirse la intensidad de los 
tratamientos aplicados y/o la concentración de sustancias potencialmente peligrosas en los alimentos y, 
así, aprovechar el potencial de las bacteriocinas como bioconservantes para la obtención de alimentos 
seguros, con un menor contenido de aditivos químicos y sometidos a tratamientos tecnológicos menos 
intensos (Leistner y Gorris, 1995; Leistner, 2000). 
En la actualidad, gran parte de las investigaciones sobre las bacteriocinas de las bacterias lácticas 
se dirigen a eliminar o reducir al máximo los problemas que plantean algunos de los factores expuestos 
anteriormente y que suponen una importante limitación para la generalización del empleo de estos 
péptidos antimicrobianos como bioconservantes alimentarios, y el desarrollo de diversas estrategias 
con la finalidad de aumentar la eficacia de las bacteriocinas en los alimentos (Nettles y Barefoot, 1993; 
Abee et al., 1995; McMullen y Stiles, 1996; Martínez et al., 2000d), tales como: (i) empleo combinado 
de varias bacteriocinas, con el objeto de aumentar su eficacia y espectro de acción antimicrobiana y 
reducir la tasa de poblaciones bacterianas resistentes (Hanlin et al., 1993; Schillinger et al., 1996; 
Mulet-Powel et al., 1998); (ii) expresión heteróloga de genes que codifican bacteriocinas en cultivos 
iniciadores y/o adjuntos (Fernández et al., 2005a, b); (iii) diseño de agrupaciones génicas que permitan 
la producción de múltiples bacteriocinas (Fernández et al., 2005a, b); (iv) diseño, mediante ingeniería 
genética y proteica, de moléculas con mayor estabilidad y/o solubilidad y con un espectro de actividad 
antimicrobiana más amplio (Fimland et al., 1996; Quadri et al., 1997a; Fimland et al., 1998; Miller et 
al., 1998; Pag y Sahl, 2002a, b; Cotter et al., 2005a; Gillor et al., 2005) e (v) incorporación de 
bacteriocinas en los envases (Siragusa et al., 1999; Scannell et al., 2000b; Quintavalla y Vicini, 2002; 
Cha et al., 2003; Neetoo et al., 2007; Iseppi et al., 2008). 
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II.4. GÉNERO Enterococcus 
II.4.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES Y CONSIDERACIONES TAXONÓMICAS 
Filogenéticamente, los géneros Enterococcus, Carnobacterium, Tetragenococcus y Vagococcus 
constituyen un supergrupo dentro del grupo de las bacterias lácticas (sección II.3) (Stiles y Holzapfel, 
1997; Franz et al., 1999a). El género Enterococcus fue propuesto inicialmente por Schleifer y Kilpper-
Bälz (1984) para incluir taxonómicamente a las especies clasificadas previamente como Streptococcus 
faecalis (actualmente E. faecalis) y Streptococcus faecium (actualmente E. faecium). Posteriormente, 
se transfirieron a este género otras especies de estreptococos del grupo D de Lancefield (poseedoras del 
antígeno D). Actualmente, este género agrupa microorganismos Gram-positivos, no esporulados, 
anaerobios facultativos, catalasa-negativos, de morfología cocoide, capaces de resistir tratamientos 
térmicos de 60ºC durante 30 min y, en general, capaces de desarrollarse: (i) en el rango de temperaturas 
entre 10 y 45ºC; (ii) en presencia de cloruro de sodio al 6,5% (m/vol); (iii) en el rango de pH entre 4,6 
y 9,6−10 y (iv) en presencia de azida de sodio al 0,04% (m/vol) (Mundt, 1986; Devriese y Pot, 1995; 
Hardie y Whiley, 1997; Stiles y Holzapfel, 1997; Casaus, 1998; Franz et al., 1999a; Cintas et al., 
2000c; Flint, 2000; Giraffa, 2000; Domig et al., 2003a, b; Franz et al., 2003; Klein, 2003; Martínez et 
al., 2003; Ogier y Serror, 2008). Por otra parte, los enterococos producen L(+)-ácido láctico, a través 
del metabolismo homofermentativo de la glucosa, y también pueden obtener energía a partir de la 
degradación de ciertos aminoácidos (Stiles y Holzapfel, 1997). En lo que respecta a su contenido de 
G+C, todas las especies del género presentan 38−41 mol% (Mundt, 1986; Devriese y Pot, 1995). 
Además, la mayoría de los enterococos pueden hidrolizar la esculina en presencia de un 40% de sales 
biliares (Foulquié-Moreno et al., 2006). 
En la actualidad, con base en los estudios comparativos de la secuencia de ADN que codifica la 
fracción 16S del ARNr, las 37 especies que actualmente constituyen el género Enterococcus se 
clasifican en siete grupos (Tabla II.8): (i) Enterococcus avium, (ii) E. casseliflavus, (iii) Enterococcus 
cecorum, (iv) Enterococcus dispar, (v) E. faecalis, (vi) E. faecium y (vii) Enterococcus saccharolyticus 
(Devriese y Pot, 1995; Franz et al., 2003; Klein, 2003; Foulquié-Moreno et al., 2006). Entre las 37 
especies de este género no se encuentran: (i) Enterococcus solitarius, se ha reclasificado como 
Tetragenococcus spp. y (ii) Enterococcus flavescens, Enterococcus porcinus, Enterococcus 
sacharominimus y Enterococcus seriolicida, que están a la espera de reclasificarse como E. 
casseliflavus, Enterococcus villorum, Enterococcus italicus y Lactococcus garvieae, respectivamente, 
(Klein, 2003; Devriese et al., 2005; DSMZ, 2005; Facklam, 2005). 
Los microorganismos del género Enterococcus se caracterizan por su gran adaptabilidad a 
condiciones ambientales adversas (por ej.: pH, temperatura y salinidad), como queda de manifiesto por 
su amplia distribución en la naturaleza. Así pues, los enterococos se han aislado de una gran variedad 
de alimentos (sección II.4.3.1), plantas, suelo, aguas superficiales e insectos (Facklam y Sahm, 1995; 
Casaus, 1998; Franz et al., 1999a; Giraffa, 2002, 2003; Hugas et al., 2003; Kühn et al., 2003; Devriese 
et al., 2005; Ogier y Serror, 2008), y forman parte de la flora habitual del tracto gastrointestinal del 
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hombre y de la mayoría de animales, pudiendo encontrarse también en las mucosas de la cavidad oral y 
del tracto superior de la vagina humana, en la leche materna, así como del tracto gastrointestinal de 
rumiantes, cerdos, aves, perros, gatos y algunos mamíferos salvajes (Franz et al., 1999a; Witte et al., 
1999; Klare et al., 2001; Tannock y Cook, 2002; Kayser, 2003; Klein, 2003; Devriese et al. 2005; 
Martín, 2005). 
Tabla II.8. Especies incluidas en el género Enterococcus 
Grupo Especie 
E. avium E. avium 
E. malodoratus 
E. pseudoavium 
E. raffinosus 
E. casseliflavus E. casseliflavus 
E. gallinarum 
E. cecorum E. cecorum 
E. columbae 
E. dispar E. dispar 
E. asini 
E. faecalis E. faecalis 
E. haemoperoxidus 
E. moraviensis 
E. faecium E. faecium 
E. durans 
E. hirae 
E. mundtti 
E. villorum 
E. saccharolyticus E. saccharolyticus 
E. sulfureus 
Otras especies (aún no clasificadas) E. aquimarinus, E. azikeevi, E. caccae, E. canis, E. 
canintestini, E. devriesei, E. gilvus, E. hermanniensis, E. 
inusitatus, E. italicus, E. malodoratus, E. pallens, E. 
phoeniculicola, E. rattus, E. rottae, E. silesiacus, E. 
termitis 
Adaptado de Klein (2003) y Criado (2006). 
Por otra parte, las especies que se aíslan del hombre con mayor frecuencia son E. faecalis y E. 
faecium, si bien la incidencia de estas dos especies parece estar influida por diversos factores tales 
como la edad del hospedador y la dieta. A este respecto, en países como Reino Unido y EE.UU., se 
aíslan mayoritariamente cepas de E. faecalis, mientras que, por ejemplo, en India, Japón y Uganda la 
incidencia de E. faecium es igual o superior a la de E. faecalis (Gelsomino et al., 2003). Por otra parte, 
las aves de corral portan y excretan un alto contenido de E. faecalis durante las primeras semanas de 
vida, si bien durante su desarrollo posterior desciende su presencia; sin embargo, la población de E. 
faecium se mantiene constante durante su crecimiento y aumenta la presencia de E. cecorum (Devriese 
et al., 1991). Asimismo, se ha observado que en determinados hospedadores los enterococos 
constituyen la flora intestinal predominante durante los primeros 2−3 días de vida y que, tras 
aproximadamente dos semanas, su presencia se reduce considerablemente (Devriese et al., 1992). 
II.4.2. PROBLEMÁTICA DE LOS ENTEROCOCOS 
II.4.2.1. ENTEROCOCOS COMO MICROORGANISMOS PATÓGENOS 
Durante mucho tiempo se consideró que los enterococos eran microorganismos comensales 
inofensivos con bajo potencial patógeno. No obstante, en los últimos años, el potencial patógeno de los 
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enterococos ha sido frecuentemente objeto de un gran debate debido a su presencia en infecciones 
nosocomiales, al aumento de sus resistencias a antibióticos y a su capacidad de intercambiar material 
genético con otras cepas de la misma especie, con especies del mismo género e, incluso, con especies 
de otros géneros bacterianos (sección II.4.2.2) (Murray, 1998; Cetinkaya et al., 2000; Mundy et al., 
2000; Klare et al., 2001; Franz et al., 2003; Kayser, 2003; Klare et al., 2003; Klein, 2003; Koch et al., 
2004; Fran considera que los enterococos son cia, 2005). En este contexto, en la actualidad, se 
microorganismos patógenos humanos oportunistas emergentes que causan el 12% de las infecciones 
nosocomial por tanto, constituyen el segundo género con mayor importancia en las infecciones es y que, 
hospitalarias (Klare et al., 2001; Franz et yser, 2003; Klein, 2003). Asimismo, los  al., 2003; Ka
enterococos son responsables de infecciones graves y con elevada mortalidad como bacteriemias, 
meningitis, , endocarditis e infec ario, del sistema nervioso central,  septicemia ciones del tracto urin
neonatales, , de heridas quirúrgicas, pélvicas e intraabdominales (Franz et al., 1999a, 2003;  cutáneas
Kayser, 2003; Castro et al., 2004; Ogier , 2008). Por su carácter de microorganismos  y Serror
oportunistas, los enterococos suelen cau en pacientes inmunodeprimidos, con sar infecciones 
enfermedad entes, portadores de metidos a tratamientos con antibióticos, es subyac  catéteres, so
hospitalizados y/o que han permanecido en  intensivos durante un largo periodo de tiempo  cuidados
(Morrison et al., 1997; Kayser, 2003). En es  la patogénesis de la mayoría de las infecciones te sentido,
producidas por los enterococos procede de acuerdo a una secuencia común de acontecimientos que 
comprende  l tejido y : (i) adherencia y colonización de los tejidos del hospedador, (ii) invasión de
formación del absceso y (iii) resistencia a lo íficos) del s mecanismos de defensa (inespecíficos y espec
hospedador. Posteriormente, el microorg tológicos anismo patógeno debe producir cambios pa
directamen o ente por la inflamación (Franz et al., 1999a; te por la producción de toxinas  indirectam
Giraffa, 2002; Franz et al., 2003). Los datos epidemiológicos indican que E. faecalis y E. faecium son 
responsables de la mayoría de las infecciones clínicas producidas por enterococos, siendo E. faecalis la 
especie predominante (80−90% de los casos) mientras que E. faecium es la causa de tan sólo un 5−15% 
de los casos (Klare et al., 2001; Kayser, 2003). Sin embargo, recientemente también se han aislado 
cepas de E. faecium responsables de bacteriemias e infecciones pulmonares, probablemente como 
consecuencia del incremento en el número de aislados de esta especie resistentes a la vancomicina 
(VRE) (Mundy et al., 2000; Vancanneyt et al., 2002; Klare et al., 2003; MacEachern et al., 2005). 
Por otra parte, el hecho de que los enterococos formen parte de la microflora intestinal habitual del 
hombre induce a pensar que su origen, en las infecciones, es la flora del paciente. Sin embargo, parece 
ser que la mayoría de las cepas aisladas han sido adquiridas exógenamente (de otros pacientes, de 
trabajadores del hospital o del ambiente hospitalario) y que, además, las cepas implicadas poseen 
generalmente uno o más factores de virulencia y/o resistencias a antibióticos (Kayser, 2003). En este 
contexto, el incremento del número de infecciones por enterococos, así como la aparición de cepas 
resistentes a uno o más antibióticos y su capacidad de transferir genes, ha provocado cierta inquietud 
sobre el riesgo para la salud humana que puede suponer su presencia en alimentos y preparaciones 
probióticas (Giraffa, 2002; Franz et al., 2003; Castro et al., 2004). A este respecto, conviene destacar 
que, hasta el momento, no se ha podido demostrar que las cepas presentes en los alimentos puedan 
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ocasionar enfermedad en humanos (Adams, 1999). Además, estudios recientes indican que las cepas 
portadoras de factores de virulencia forman un grupo genómico diferente a la mayoría de las cepas 
aisladas de alimentos (Vancanneyt et al., 2002). No obstante, antes de sugerir la utilización de una cepa 
de enterococo en la industria alimentaria y farmacéutica resulta necesario evaluar exhaustivamente su 
seguridad para el consumo humano, determinando la presencia/ausencia de factores de virulencia y 
evaluando la presencia de resistencias adquiridas a diversos antibióticos y su actividad hemolítica 
frente a eritrocitos humanos (Franz et al., 1999a; Giraffa, 2002; Franz et al., 2003; Kayser, 2003; 
Foulquié-Moreno et al., 2006). 
II.4.2.2. PATOGENICIDAD DE LOS ENTEROCOCOS 
Sorprendentemente todavía se conoce muy poco acerca de los principales factores que contribuyen 
a la habilidad de los enterococos de causar enfermedad en los humanos. No obstante, los enterococos 
no son intrínsecamente tan virulentos como otras bacterias patógenas Gram-positivas, ya que carecen 
de los potentes factores de virulencia encontrados comúnmente en estas últimas, sin embargo, poseen 
factores de virulencia específicos y otras características, como la resistencia a agentes antimicrobianos 
(detergentes, antisépticos y antibióticos), y la eficacia para adquirir y compartir material genético 
asociado a mayor virulencia y/o a multirresistencia, lo que contribuye a su virulencia y los convierte en 
efectivos microorganismos patógenos oportunistas (Franz et al., 1999a; Garza-Velasco et al., 2002; 
Giraffa, 2002; Koch et al., 2004). 
II.4.2.2.1. Resistencia a agentes antimicrobianos 
Los enterococos, principalmente E. faecium, poseen un amplio espectro de resistencias naturales 
(intrínsecas) y adquiridas (transferibles) a antibióticos, además de su resistencia a diversos factores 
físico-químicos (por ej.: bajo pH, altas temperaturas y concentración de sal) y condiciones ambientales 
adversas (Eaton y Gasson, 2001; Klare et al., 2001, 2003; Ogier y Serror, 2008). En este contexto, la 
supervivencia de los enterococos en el ambiente hospitalario está relacionada con: (i) su resistencia 
natural a diversos detergentes utilizados en la desinfección y diversos antibióticos de uso común en 
terapia humana y (ii) su capacidad para adquirir nuevos mecanismos de resistencia a antibióticos. 
Además, el incremento en el empleo de antibióticos de amplio espectro en el tratamiento de diversas 
infecciones provoca la selección de enterococos resistentes a antibióticos (ARE, del inglés Antibiotic-
Resistant Enterococci), en algunos casos multirresistentes, y, por lo tanto, provoca un aumento en la 
incidencia de los enterococos en infecciones nosocomiales (Klare et al., 2003). 
De forma natural, los enterococos son resistentes a los siguientes antibióticos: (i) penicilinas 
semisintéticas resistentes a β-lactamasa; (ii) ácido nalidíxico; (iii) bajos niveles de aminoglucósidos; 
(iv) cefalosporinas; (v) estreptograminas (exclusivamente E. faecalis); (vi) fluoroquinolonas; (vii) 
bajos niveles de glicopéptidos (exclusivamente E. gallinarum, E. casseliflavus, E. flavescens); (viii) 
bajos niveles de lincosaminas; (ix) monobactamos; (x) polimixinas y (xi) sulfonamidas (Witte et al., 
1999; Cetinkaya et al., 2000; Klare et al., 2001, 2003; Marothi et al., 2005). Por otra parte, los 
enterococos pueden adquirir resistencia a diversos antibióticos, tales como: (i) β lactámicos, (ii) ácido 
fusídico, (iii) altos niveles de aminoglucósidos, (iv) cloranfenicol, (v) estreptograminas, (vi) 
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evernimomicinas, (vii) glicopéptidos, (viii) lincosamidas, (ix) macrólidos, (x) nitrofurantoína, (xi) 
oxazolidinonas, (xii) quinolonas, (xiii) rifampicina, (xiv) tetraciclinas y (xv) trimetoprim (Witte et al., 
1999; Cetinkaya et al., 2000; Klare et al., 2001, 2003; Marothi et al., 2005). A este respecto, los 
principales mecanismos de resistencia adquirida a antibióticos son la acumulación de mutación(es) en 
diversos genes cromosómicos y la adquisición de genes de resistencia mediante transferencia 
conjugativa desde cepas donadoras, y ambos procesos son consecuencia de la intensa presión selectiva 
derivada del empleo de los antibióticos como agentes terapéuticos y profilácticos en medicina humana 
y veterinaria y como agentes promotores del crecimiento en producción animal (Klare et al., 2001, 
2003: Cocconcelli et al., 2003). 
Actualmente, los antibióticos utilizados en el tratamiento de infecciones clínicas causadas por 
enterococos resistentes a antibióticos son la ampicilina, la gentamicina y la vancomicina. Es importante 
recordar que el empleo extensivo de la vancomicina ha provocado un aumento de enterococos 
resistentes a este antibiótico (VRE). Hasta la fecha se han descrito seis fenotipos distintos de resistencia 
a vancomicina, cinco adquiridos y uno intrínseco o natural. VanA es el de mayor importancia clínica ya 
que se encuentra ampliamente distribuido en el género Enterococcus, principalmente en E. faecium, y 
confiere resistencia cruzada a la vancomicina, teicoplanina y avoparcina. VanB es el segundo en 
importancia y las cepas de este fenotipo muestran resistencia a niveles variables de vancomicina, pero 
todas ellas son susceptibles a la teicoplanina. VanC se localiza intrínsicamente en E. gallinarum, E. 
casseliflavus y E. flavescens, a los que confiere resistencia a bajos niveles de vancomicina. Finalmente, 
los fenotipos VanD, VanE y VanG son de menor relevancia clínica y sólo se han descrito en algunas 
cepas de E. faecium y E. faecalis (Franz et al., 1999a; Klare et al., 2001, 2003; Kayser, 2003; Ogier y 
Serror, 2008). 
En Europa, los principales reservorios de enterococos VanA son los animales de explotación en los 
que el empleo durante varios años de avoparcina a dosis subterapéuticas, como aditivo antimicrobiano 
y promotor del crecimiento, ha contribuido a la aparición de VRE ya que la avoparcina confiere 
resistencia cruzada a la vancomicina (Wegener et al., 1999; Cortés et al., 2006; Jung et al., 2007; Ogier 
y Serror, 2008). Por lo tanto, en Europa los VRE se encuentran distribuidos en animales a los que se les 
administró avoparcina como promotor del crecimiento, en el medio ambiente y/o en el tracto 
gastrointestinal de las personas sanas, no obstante, las infecciones con VRE son raras. Por el contrario 
en EE.UU., donde no se ha empleado avoparcina en alimentación animal, los VRE no se detectan en 
animales, en productos cárnicos derivados ni en individuos sanos (Hayes et al., 2003). Sin embargo, el 
empleo continuado de vancomicina en la terapia humana ha favorecido la diseminación de los VRE en 
los ambientes hospitalarios, constituyendo dichos enterococos una de las principales causas de 
infección en pacientes inmunodeprimidos o con enfermedades subyacentes (Lund et al., 2002; Kayser, 
2003; Fernández et al., 2006b; Ribeiro et al., 2007). 
Por otra parte, la presencia de enterococos resistentes a antibióticos es relativamente frecuente en 
los alimentos (Pavia et al., 2000; del Campo et al., 2001; Eaton y Gasson, 2001; Franz et al., 2001; 
Giraffa, 2002; de Vuyst et al., 2003; Ben Omar et al., 2004; Pérez-Pulido et al., 2006), no obstante, 
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generalmente, estas cepas no presentan resistencia a los antibióticos de importancia clínica relevante, 
entre los que se incluyen la ampicilina, gentamicina, penicilina y vancomicina (Foulquié-Moreno et al., 
2006; Ogier y Serror, 2008). Además, conviene destacar que diversos autores han determinado que los 
enterococos de origen alimentario, principalmente de la especie E. faecium, muestran generalmente una 
sensibilidad a los antibióticos significativamente mayor que las cepas de origen clínico (Aguirre y 
Collins, 1993; Eaton y Gasson, 2001; Franz et al., 2001; de Vuyst et al., 2003; Mannu et al., 2003; Ben 
Omar et al., 2004; Busani et al., 2004; Silva-Lopes et al., 2005; Cortés et al., 2006; McGowan et al., 
2006; Hummel et al., 2007a; Ogier y Serror, 2008). 
II.4.2.2.2. Factores de virulencia 
En la actualidad, se conoce que los enterococos poseen diversos factores de virulencia específicos 
(moléculas efectoras que potencian la capacidad de un microorganismo de causar enfermedad) (Tabla 
II.9) que pueden estar asociados con una o varias de las etapas de la infección. La mayoría de los 
factores de virulencia descritos hasta la fecha son productos de secreción (por ej.: Cyl y la gelatinasa) o 
factores de adhesión (por ej.: sustancia de agregación y proteína de superficie de los enterococos) 
(Mundy et al., 2000; Eaton y Gasson, 2001; Garza-Velasco et al., 2002; Franz et al., 2003; Kayser et 
al., 2003; Castro et al., 2004; Koch et al., 2004; Foulquié-Moreno et al., 2006; Ogier y Serror, 2008). 
Tabla II.9. Principales factores potenciales de virulencia identificados en microorganismos del género 
Enterococcus 
Gen(es) Función(es) de las proteínas en la virulencia 
as Proteína de agregación involucrada en la adherencia a células eucariotas, agregación celular y 
conjugación 
gelE Metaloendopeptidasa extracelular que hidroliza la gelatina, el colágeno, la hemoglobina y otros 
compuestos bioactivos 
cylLL cylLS Precursores de la citolisina (Cyl). Para la producción de Cyl se requiere la expresión de los genes 
cylLL, cylLS, cylM, cylB y cylA. La molécula activa es capaz de lisar células eucariotas y bacterias 
cyl
Gram-positivas 
M Modificación postraduccional 
cylB Transporte de Cyl 
cylA Activación de Cyl 
cylI Inmunidad de Cyl 
cylR1 y cylR2 Regulación de Cyl 
esp Proteína asociada a la membrana celular relacionada con la evasión de la respuesta inmune 
efaAfs y efaAfm Adhesinas de la pared celular presentes en el suero de las personas portadoras de E. faecalis y E. 
faecium, respectivamente 
cpd, cob, ccf y cad Feromonas sexuales implicadas en fenómenos de conjugación, que junto con las proteínas de 
exclusión superficial, poseen actividad quimiotáctica modulando la respuesta inmune 
Adaptado de Eaton y Gasson (2001) y Martín (2006). 
En la actualidad, se ha descrito la presencia de factores de virulencia en aislados clínicos y, en 
menor medida, en aislados de alimentos e, incluso, cepas empleadas como cultivos iniciadores en la 
industria alimentaria (Eaton y Gasson, 2001; Franz et al., 2003; Ogier y Serror, 2008). Asimismo, la 
presencia de factores de virulencia es mayor en aislados clínicos que en aislados fecales de individuos 
sanos. Por otra parte, las cepas de E. faecalis suelen poseer varios factores virulencia, mientras que las 
cepas de E. faecium suelen carecer de ellos, lo que puede deberse a la asociación de algunos de los 
factores de virulencia con plásmidos conjugativos de respuesta a feromonas, típicos de E. faecalis. No 
obstante, conviene destacar que la presencia de factores de virulencia depende específicamente de cada 
cepa (Eaton y Gasson, 2001; Franz et al., 2001, 2003). 
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II.4.2.2.2.1. Adhesinas 
La sustancia de agregación (AS, del inglés Aggregation Substance) es una adhesina superficial de 
naturaleza glicoproteíca, codificada por plásmidos y exclusiva de E. faecalis, cuya producción es 
inducida por feromonas sexuales y ciertos factores séricos no identificados (Franz et al., 2003). La 
adhesina AS se une a una sustancia complementaria presente en la superficie de las células receptoras, 
denominada sustancia de unión (EBS, del inglés Enterococcal Binding Substance), lo que provoca la 
formación de agregados entre células donadoras (portadoras del plásmido) y receptoras (carentes del 
plásmido) durante el proceso de conjugación bacteriana (Clewell, 1993a, b; Kayser et al., 2003). Por 
otra parte, la adhesina AS posee un papel decisivo en la patogenia de los enterococos (adhesión e 
invasión) derivado de su capacidad de adhesión a células eucariotas (leucocitos y células epiteliales y 
endoteliales), a través de las integrinas, y a la matriz extracelular de diversos tejidos, a través de la 
fibronectina, la trombospondina, la vitronectina y el colágeno tipo I (Franz et al., 2003). Además, la 
adhesina AS también promueve la adherencia, internalización y supervivencia de los enterococos en 
células del sistema inmune (macrófagos y neutrófilos) (Garza-Velasco et al., 2002). 
La proteína extracelular superficial (Esp, del inglés Extracellular Surface Protein) es una adhesina 
de naturaleza proteica, codificada por el cromosoma, implicada en la adherencia a los tejidos del 
h  ospedador y que, además, facilita la colonización y persistencia tisular, interviene en la evasión de la
r e y participa en la formación de “biofilms” (Franz et al., 2003; Koch et al., 2004). espuesta inmun
A pesar de qu  e las dos adhesinas mencionadas anteriormente son los factores de virulencia
im ados en la ad  plic hesión al tejido del hospedador más importantes, se han descrito otras adhesinas
c dhesina d  omo: (i) a el colágeno (Ace, del inglés Adhesin of Collagen from E. faecalis), exclusiva de E.
faecalis, que se une  al colágeno y a la laminina (Franz et al., 2003); (ii) adhesina EfaAfm de E. faecium
y adhesina Ef presuntamente en la adhesión en procesos de  (iii) aAfs de E. faecalis, implicada 
endocarditis (Franz e h et al., 2004). 
I itolisi a/bacteriocina 
t al., 2003; Koc
I.4.2.2.2.2. C na o β-hemolisin
Cyl o β-hemolis  ina/bacteriocina es una toxina celular cuya doble actividad biológica (hemolítica y
b eb  actericida) se d e a la acción conjunta de dos péptidos (CylLL y CylLS) y está codificada
g osoma. eneralmente por plásmidos de respuesta a feromonas sexuales y, ocasionalmente, por el crom
Para la producción de esta toxina es necesaria la expresión de ocho genes localizados en un único 
operón. Los genes cylLL y cylLS codifican dos precursores peptídicos, que son modificados 
postraduccionalmente por la proteína CylM. Posteriormente, CylB, un transportador del tipo ABC 
(sección II.5.1.1), se ocupa del transporte y secreción de ambas subunidades a través de la membrana 
celular y de eliminar la secuencia líder de cada una de ellas. A continuación, una serín-proteasa, 
codificada por cylA, elimina un fragmento de seis aminoácidos del extremo N-terminal de cada una de 
las subunidades, generando los dos péptidos activos. CylI es la proteína de inmunidad encargada de 
proteger a la célula productora de la actividad antimicrobiana de Cyl. Finalmente, la producción y 
secreción de Cyl se encuentra regulada por un mecanismo de regulación dependiente de la densidad 
celular (sistema Quorum sensing) en el que intervienen CylR1 y CylR2 (Franz et al., 1999a; Kayser et 
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al., 2003; Shankar et al., 2004). La toxina Cyl es el factor de virulencia más importante y está 
implicado en los siguientes procesos: (i) ruptura de las membranas celulares de bacterias Gram-
positivas, eritrocitos y otras células eucariotas, (ii) toxicidad y letalidad de las infecciones, ya que 
favorece la aparición de los enterococos en el torrente sanguíneo y (iii) patogénesis en humanos, ya que 
su presencia se ha asociado con el incremento del riesgo de muerte (Garza-Velasco et al., 2002; 
Coburn y Gilmore, 2003; Franz et al., 2003; Kayser, 2003; Koch et al., 2004; Cox et al., 2005). 
II.4.2.2.2.3. Gelatinasa 
La gelatinasa es una metaloendopeptidasa extracelular que hidroliza la gelatina, el colágeno, la 
hemoglobina y ciertos péptidos bioactivos, lo que induce a considerar que podría degradar las proteínas 
de la matriz extracelular y, por lo tanto, facilitar la invasión de los tejidos por los enterococos. Además, 
debido a su capacidad de degradar péptidos, influye en la cantidad de feromonas sexuales con actividad 
quimiotáctica producidas por E. faecalis, por lo que modula la respuesta defensiva del hospedador 
induciendo alternativamente la ausencia y la acumulación de leucocitos. Por otra parte, la gelatinasa 
podría contribuir a la virulencia, ya que su producción es un rasgo fenotípico característico de los 
enterococos aislados de pacientes infectados, si bien, hasta la fecha, los estudios epidemiológicos 
realizados únicamente han sugerido la asociación entre su producción y la virulencia de los enterococos 
(Franz et al., 2003; Kayser, 2003). 
II.4.2.2.2.4. Feromonas sexuales y proteína de exclusión superficial 
Las feromonas sexuales (implicadas en el proceso de conjugación bacteriana exclusivo de los 
plásmidos que responden a estas sustancias), junto con las proteínas de exclusión superficial 
(encargadas de evitar procesos de conjugación redundantes entre células donadoras) poseen actividad 
quimiotáctica, por lo que modulan la respuesta inmune, e inducen la producción de superóxido por los 
neutrófilos y la secreción de enzimas lisosomales (Witte et al., 1999; Klare et al., 2001; Chandler y 
Dunny, 2004). 
II.4.2.2.2.5. Hialuronidasa 
La hialuronidasa es una enzima asociada a la superficie celular que degrada el componente 
mucopolisacárido del tejido conectivo y del cartílago (Witte et al., 1999). A pesar de que no se ha 
demostrado su papel directo en la patogénesis de los enterococos, la comparación con otros 
microorganismos patógenos permite especular que esta enzima también puede tener un papel en la 
virulencia de los enterococos contribuyendo a su diseminación por el tejido conectivo (Jett et al., 1994; 
Mundy et al., 2000; Klare et al., 2001; Kayser, 2003). 
II.4.2.2.2.6. Producción de superóxido 
Un gran número de cepas de E. faecalis, aunque sólo unas pocas de E. faecium, producen 
superóxido extracelular y su producción es mayor en las cepas de enterococos de origen clínico que en 
el resto de cepas. Este compuesto parece ejercer un fuerte estrés oxidativo en el epitelio intestinal y, 
además, podría estar implicado en los procesos de translocación a través del mismo y/o en la 
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inestabilidad cromosómica asociada a pólipos intestinales y cáncer colorrectal (Mundy et al., 2000; 
Kayser, 2003; Fernández et al., 2006b). 
II.4.2.2.2.7. Ácido lipoteicoico 
El ácido lipoteicoico de la pared celular modula la respuesta inmune, induciendo la producción de 
interleuquinas y del factor de necrosis tumoral (TNF-α, del inglés Tumour Necrosis Factor), y facilita 
la transferencia conjugativa de los plásmidos de respuesta a feromonas sexuales (Klare et al., 2001). 
II.4.2.2.3. Mecanismos de intercambio de material genético 
Como se mencionó anteriormente, los enterococos disponen de varios sistemas que les permiten 
intercambiar material genético con cepas de la misma especie, con especies del mismo género e, 
incluso, con especies de otros géneros bacterianos. Así pues, hasta la fecha, se han descrito diferentes 
mecanismos de transferencia genética mediante diversos elementos genéticos móviles (plásmidos 
conjugativos, plásmidos movilizables y transposones conjugativos), que generalmente contienen genes 
que codifican factores de virulencia y genes de resistencia a antibióticos (Franz et al., 1999a; Castro et 
al., 2004). A este respecto, existe actualmente una gran controversia acerca del riesgo potencial de la 
presencia de enterococos en alimentos y preparaciones probióticas debido a la posibilidad de 
transferencia de los genes de factores de virulencia y de resistencia a antibióticos entre las cepas de 
enterococos ingeridas con los alimentos y las que forman parte de la microbiota intestinal habitual 
(Franz et al., 2003; Mathur y Singh, 2005; Hummel et al., 2007a). A esto también contribuye el hecho 
de que diversos investigadores han demostrado: (i) la transferencia in vitro de un plásmido de respuesta 
a feromonas de E. faecalis, que codifica diversos factores de virulencia, a cepas de esta especie, pero 
no de E. faecium, empleadas como cultivos iniciadores (Eaton y Gasson, 2001); (ii) la transferencia in 
vitro de genes que confieren resistencia a vancomicina a cepas de E. faecium empleadas como cultivos 
probióticos en nutrición animal, pero a un ritmo menor que a una cepa control de esta especie de origen 
clínico (Klein y Pack, 1997); (iii) la transferencia in vivo (en el tracto gastrointestinal de animales de 
experimentación) de un transposón conjugativo de E. faecalis, que confiere resistencia a antibióticos, a 
cepas de E. coli y L. monocytogenes (Doucet-Populaire et al., 1991); (iv) la transferencia in vivo de un 
transposón conjugativo de E. faecium, que confiere resistencia a antibióticos, a otra cepa de E. faecium 
(Lester et al., 2004); (v) la transferencia in vivo de un plásmido de respuesta a feromonas de E. 
faecalis, que codifica factores de virulencia y de resistencia a antibióticos, en ausencia de presión 
selectiva a otras cepas de esta especie (Huycke et al., 1992; Licht et al., 2002); (vi) la transferencia, 
durante la fermentación de alimentos, de un plásmido de respuesta a feromonas de E. faecalis, que 
codifica factores de resistencia a antibióticos, a otra cepa de esta especie de origen alimentario 
(Cocconcelli et al., 2003) y, por último, la existencia de (vii) patrones electroforéticos similares en 
cepas de E. faecium resistentes a la vancomicina aisladas de cerdos y pacientes hospitalizados en 
Dinamarca (Jensen et al., 1999) y (viii) patrones electroforéticos similares en cepas de E. faecium 
aisladas de cerdos con un cuadro de choque hemorrágico y de granjeros con una sintomatología similar 
(Lu et al., 2002). 
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II.4.3. IMPORTANCIA DE LOS ENTEROCOCOS EN LAS INDUSTRIAS ALIMENTARIA Y 
FARMACÉUTICA 
II.4.3.1. ENTEROCOCOS Y ALIMENTOS 
Debido a su ubicuidad y adaptabilidad (sección II.4.1), los enterococos procedentes del tracto 
gastrointestinal y del medio ambiente pueden contaminar y colonizar los alimentos crudos (por ej.: 
carne, leche y vegetales) y desarrollarse y multiplicarse durante su fermentación (Samelis et al., 1998; 
Giraffa, 2003; Comi et al., 2005; Drosinos et al., 2005). Además, también pueden contaminar 
alimentos elaborados durante su manipulación (Giraffa, 2003). Por consiguiente, se han aislado 
enterococos, principalmente E. faecium, de una gran variedad de alimentos, tales como: (i) leche y 
productos lácteos fermentados (Ennahar et al., 1998; Andrighetto et al., 2001; Gelsomino et al., 2001; 
Marino et al., 2003; Alvarado et al., 2005; Citti, 2005; Majhenič et al., 2005; Cortés et al., 2006; 
Foulquié-Moreno et al., 2006; Madrau et al., 2006; Morandi et al., 2006; Psoni et al., 2006); (ii) carne, 
embutidos crudos curados y carnes envasadas y tratadas térmicamente (Cintas et al., 1995; Aymerich et 
al., 1996; Casaus et al., 1997; Cintas et al., 1997; Casaus, 1998; Samelis et al., 1998; Herranz et al., 
1999, 2001c; Hugas et al., 2003; Papamanoli et al., 2003; Björkroth et al., 2005; Comi et al., 2005; 
Drosinos et al., 2005; Fontana et al., 2005; Martín et al., 2005; Foulquié-Moreno et al., 2006; Martín et 
al., 2006; Sánchez et al., 2006, 2007b); (iii) vegetales, derivados vegetales fermentados y ensilados 
(Ohmomo et al., 2000; Eguchi et al., 2001; Moreno et al., 2002; Yamamoto et al., 2003; de 
Kawaadsteniet et al., 2005; Yousif et al., 2005; Zendo et al., 2005; Foulquié-Moreno et al., 2006; 
Sparo et al., 2006); (iv) aceitunas y encurtidos (Franz et al., 1996; Bennick et al., 1998; Floriano et al., 
1998; Todorov y Dicks, 2005; Foulquié-Moreno et al., 2006) y (v) pescado y productos derivados (Ben 
Embarek et al., 1994; Gómez et al., 2004a, b; Campos et al., 2006). 
II.4.3.1.1. Presencia natural de enterococos en leche y productos lácteos 
Los enterococos pueden estar presentes en los productos lácteos debido a unas inadecuadas 
condiciones higiénico-sanitarias durante la producción y procesamiento de la leche. A este respecto, los 
enterococos pueden llegar a la leche directamente a través de contaminación fecal o indirectamente a 
través de aguas contaminadas, la superficie externa de los animales y/o equipos de ordeño y el 
almacenamiento de la leche. Por otra parte, debido a su naturaleza psicotrópica, su resistencia a los 
tratamientos térmicos y su adaptabilidad a diferentes sustratos y condiciones de crecimiento, los 
enterococos pueden desarrollarse en leche refrigerada y sobrevivir después de la pasteurización 
(Giraffa, 2003). Por lo tanto, los enterococos, principalmente E. faecium y E. faecalis, forman parte de 
la microflora habitual de la leche cruda y pasteurizada (Franz et al., 1999a; Gelsonimo et al., 2001; 
Giraffa, 2003). Estos microorganismos forman parte de los cultivos iniciadores naturales empleados en 
la producción de quesos artesanos a partir de leche cruda o pasteurizada, y obtenidos a partir de leche 
cruda o suero lácteo con una adecuada calidad higiénica mediante tratamientos térmicos 
(pasteurización y, posteriormente, incubación a 42−44ºC durante 12−15 h) que promueven la selección 
natural de bacterias lácticas termófilas y termorresistentes (por ej: Streptococcus thermophilus y 
Enterococcus spp.) presentes de forma natural en estos sustratos (Giraffa, 2003). 
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Por otra parte, los enterococos forman parte de la flora NSLAB final de muchos quesos artesanales 
europeos elaborados con leche cruda o pasteurizada, en los que el nivel al que persisten depende de 
muchos factores (por ej.: grado de contaminación de la leche, tipo de queso, temporada del año de 
producción, tipo de cultivo iniciador empleado y tecnología aplicada) (Giraffa, 2003). Es importante 
destacar que su presencia a niveles elevados en quesos industriales frescos o de pasta blanda 
elaborados con leche pasteurizada y cultivos iniciadores seleccionados es indeseable, ya que conduce al 
deterioro de las características sensoriales de estos productos (Giraffa et al., 1997; Franz et al., 1999a; 
Giraffa, 2003). No obstante, numerosos estudios han demostrado que los enterococos pueden tener una 
influencia positiva en la producción y maduración de diversos quesos (por ej.: “Manchego”, “Armada”, 
“Cebreiro”, “Picante”, “Majorero”, “Feta”, “Teleme”, “Mozzarella”, “Monte Veronese”, “Fontina”, 
“Caprino”, “Serra”, “Venaco” y “Comté”), en los que pueden constituir la microflora principal de la 
cuajada fresca (104−106 ufc/g) e, incluso, del producto final (105−107 ufc/g), siendo E. faecium, E. 
faecalis y Enterococcus durans las especies más frecuentes (Giraffa et al., 1997; Franz et al., 1999a; 
Sarantinopoulos et al., 2001; Giraffa, 2003; Ogier y Serror, 2008). 
En lo que respecta a su papel en este tipo de alimentos, conviene destacar que los enterococos 
poseen ciertas actividades metabólicas (por ej.: actividades acidificante, proteolítica, lipolítica y 
esterásica y capacidad de metabolizar el citrato y el piruvato) (sección II.4.3.1.4) que contribuyen de 
forma positiva al desarrollo de características organolépticas deseables (sabor, textura y aroma) durante 
la maduración de diversos quesos. Además, numerosas cepas de enterococos producen bacteriocinas 
con actividad antimicrobiana anti-Listeria (sección II.4.4), lo que podría contribuir a la seguridad 
higiénico-sanitaria de los alimentos en los que se encuentren. Así pues, debido al interés tecnológico de 
estas propiedades bioquímicas, determinadas cepas de E. faecium y, en algunos casos, E. faecalis 
forman o podrían formar parte de los cultivos iniciadores y/o adjuntos empleados en la elaboración de 
diversos quesos (sección II.4.3.1.4) (ACNFP, 1996; Giraffa, 2003, Foulquié-Moreno et al. 2006). 
II.4.3.1.2. Presencia natural de enterococos en carne y productos cárnicos 
La presencia de enterococos en el tracto gastrointestinal de los animales puede conducir a una alta 
contaminación de la canal (102−104 ufc/g) durante su sacrificio. Por otra parte, se ha descrito la 
presencia de enterococos en carnes tratadas térmicamente y envasadas (procesadas), ya que, debido a 
su termorresistencia, los enterococos resisten los tratamientos de calentamiento aplicados durante la 
elaboración de estos productos. Por otra parte, debido a su tolerancia a la sal y a su capacidad de 
desarrollarse en un amplio rango de temperaturas, los enterococos, principalmente E. faecium y E. 
faecalis, aparecen también a niveles elevados (102−2,6×105ufc/g) en embutidos fermentados (por ej.: 
salami, chorizo y fuet), pudiendo contribuir al desarrollo de la fermentación junto con los lactobacilos 
(Giraffa, 2002; Franz et al., 2003; Hugas et al., 2003). 
A pesar de que no se ha estudiado exhaustivamente su papel en los embutidos fermentados, se ha 
sugerido que los enterococos pueden contribuir al: (i) desarrollo del aroma del producto final como 
consecuencia de sus actividades glicolítica, proteolítica y lipolítica, (ii) mantenimiento del color rojo de 
la carne fresca debido a su actividad reductora de la metamioglobina e (iii) incremento de la seguridad 
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higiénica debido a la producción de bacteriocinas con actividad anti-Listeria (Franz et al., 2003; Hugas 
et al., 2003; Foulquié-Moreno et al. 2006). 
II.4.3.1.3. Presencia natural de enterococos en vegetales 
Los enterococos de forma natural se encuentran en gran número en vegetales, así pues, existen 
diversos estudios en los que se han aislado enterococos de aceitunas verdes estilo español, aceitunas 
verdes fermentadas de Sicilia, aceitunas negras, alubias, frutas, cebada, sorgo y soja (Franz et al., 1996; 
Floriano et al., 1998; O´Mahony et al., 2000; Vaughan et al., 2001; Hartnett et al., 2002; de Castro et 
al., 2002; Ben Omar et al., 2004; Randazzo et al., 2004; Todorov et al., 2005; Todorov y Dicks, 2005; 
Zendo et al., 2005; McGowan et al., 2006). Estos enterococos pertenecen principalmente a la especie 
E. faecium, aunque también se aislaron cepas de E. casseliflavus, E. faecalis, E. hirae E. y mundtii. 
Asimismo, se han aislado 22 cepas de E. faecium de “hussuwa”, un alimento de sorgo fermentado 
típico de Sudán (Yousif et al., 2005). 
II.4.3.1.4. Enterococos como cultivos iniciadores, protectores y adjuntos 
De forma general, los enterococos influyen positivamente en la producción y maduración de los 
alimentos fermentados, ya que contribuyen al desarrollo de sus características organolépticas 
específicas (sabor y aroma) con sus metabolitos (primarios y secundarios) y con las enzimas que 
producen, que interaccionan con los componentes de la materia prima. Las actividades metabólicas de 
los enterococos de interés tecnológico, principalmente en lo que respecta a la elaboración de quesos, 
son las siguientes: 
1. Actividad acidificante. Esta actividad metabólica resulta esencial durante la fabricación de quesos 
para la coagulación de la leche, acidificación de la cuajada y reducción/prevención del crecimiento 
de la flora adventicia (Sarantinopoulos et al., 2001). No obstante, los enterococos poseen 
generalmente una baja capacidad acidificante tanto en leche (Sarantinopoulos et al., 2001; Giraffa, 
2003) como en carne (Aymerich et al., 2000a; Hugas et al., 2003), siendo ésta mayor en E. faecalis 
que en E. faecium y E. durans (Giraffa, 2003). 
2. Actividad proteolítica y peptidásica. Estas actividades metabólicas resultan también esenciales 
durante la maduración de los quesos, no sólo por la contribución de la degradación de la caseína al 
desarrollo de la textura, sino también porque los péptidos generados contribuyen al desarrollo del 
aroma y del sabor durante la maduración. No obstante, de forma general, la actividad proteolítica y 
peptidásica de los enterococos es reducida también, siendo ésta mayor en E. faecalis que en E. 
faecium (Sarantinopoulos et al., 2001; Giraffa, 2003; Foulquié-Moreno et al., 2006). 
3. Actividad lipolítica y esterásica. La contribución de estas actividades metabólicas durante la 
maduración de los quesos no es bien conocida, no obstante, la actividad esterásica influye en el 
desarrollo del sabor y la textura del queso. A este respecto, los enterococos son las bacterias 
lácticas que muestran mayor actividad esterásica, siendo ésta mayor en E. faecium que en E. 
faecalis. Por otra parte, aunque la actividad lipolítica no está relacionada directamente con el 
desarrollo de las características reológicas de los quesos, genera diglicéridos y monoglicéridos que 
influyen en su textura (Giraffa, 2003). Además, la actividad lipolítica de los enterococos depende 
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de la cepa, siendo ésta mayor en E. faecalis que en E. faecium (Giraffa, 2003; Foulquié-Moreno et 
al. 2006). 
4. Metabolismo del citrato y del piruvato. A partir de estas actividades metabólicas, máximas cuando 
los enterococos se desarrollan en leche, se generan compuestos relacionados con el desarrollo del 
aroma y sabor de los quesos (por ej.: acetaldehído, diacetilo y acetoína), así como con la textura de 
determinados productos lácteos fermentados (por ej.: dióxido de carbono). Estas actividades 
metabólicas son superiores en E. durans que en E. faecalis y E. faecium (Giraffa, 2003). 
5. Metabolismo de azúcares galactósidos α. Se ha descrito que algunos enterococos aislados de 
productos vegetales fermentados africanos son capaces de metabolizar los azúcares galactósidos α, 
que son indigestibles y, por lo tanto, antinutritivos, lo que constituye una actividad metabólica 
interesante para la elaboración de este tipo de alimentos ya que disminuyen la concentración de 
estos azúcares antinutritivos y mejoran la seguridad del producto (Yousif et al., 2005). 
Conviene destacar que la baja capacidad acidificante de los enterococos limita su empleo como 
cultivos iniciadores primarios para la elaboración de quesos, pero no como cultivos adjuntos 
(Anónimo, 2001). Así pues, se ha propuesto la utilización de enterococos, principalmente E. faecium, 
E. faecalis y E. durans, en combinación con otras bacterias lácticas mesófilas y termófilas, como parte 
de cultivos iniciadores definidos para la elaboración de queso “Mozzarela”, “Feta”, “Venaco", 
“Cebreiro”, “Hispánico” y “Cheddar”. Los resultados obtenidos demuestran que estos enterococos 
desempeñan un papel beneficioso durante la maduración y en las características organolépticas de los 
quesos (Anónimo, 2001; Sarantinopoulos et al., 2002; Giraffa, 2003). Además, algunas cepas de E. 
faecium, como E. faecium K77D, están autorizadas como cultivos iniciadores para la elaboración de 
productos lácteos por el “UK Advisory Committee on Novel Foods and Processes” (ACNFP; Londres, 
Reino Unido) (ACNFP, 1996), y otras se emplean habitualmente como cultivos iniciadores o 
probióticos en diversos países ya que están autorizadas por la “International Dairy Federation” (IDF; 
Nottingham, Reino Unido) (Hugas et al., 2003; Citti, 2005; Foulquié-Moreno et al., 2006). Por otra 
parte, con respecto al empleo de enterococos como cultivos iniciadores de los derivados cárnicos, 
Ay erich et al. (2000b) demostraron que las cepas aisladas de carne pueden ser muy competitivas, m
siendo capaces de dirigir la fermentación y llegar a constituir la totalidad de la flora láctica en el 
producto cárnico fermentado final (Hugas et al., 2003). 
Por otra parte, los enterococos podrían emplearse como cultivos protectores debido a su actividad 
antimicrobiana frente a bacterias patógenas y alterantes presentes en los alimentos (por ej.: Listeria 
spp 4.4) (Franz et .), debido principalmente a la producción de bacteriocinas (enterocinas) (sección II.
al., 2003; Giraffa, 2003; Hugas et al., 2003; Foulquié-Moreno et al., 2006). En este contexto,  
numerosos estudios han demostrado la producción in situ de enterocinas durante la elaboración de 
queso y su estabilidad durante su maduración (Tabla II.10), así como su actividad antimicrobiana frente 
a bacterias patógenas y alterantes presentes en los alimentos (por ej.: Listeria spp.) (sección II.3.4.10) 
(Giraffa et al., 1995; Oumer et al., 2001; Sarantinopoulos et al., 2002; Foulquié-Moreno et al., 2003a, 
2006). Asimismo, aunque no se han realizado tantos estudios en productos cárnicos, se ha demostrado 
su utilidad como cultivos adjuntos y/o protectores de determinados productos cárnicos fermentados 
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(sección II.3.4.10) (Callewaert et al., 2000; Foulquié-Moreno et al. 2006). No obstante, la 
funcionalidad de las cepas bacteriocinogénicas bajo las condiciones de elaboración industrial de estos 
productos está influida notablemente por el tipo de alimento y la tecnología aplicada (Giraffa, 2003; 
Hugas et al., 2003; Foulquié-Moreno et al., 2006). 
En definitiva, teniendo en cuenta, por una parte, los numerosos estudios que han demostrado la 
eficacia de los enterococos bacteriocinogénicos como cultivos iniciadores, adjuntos y/o protectores de 
los islados de alimentos (Tabla II.10) y, por otra parte, que la IDF ha aceptado el empleo de algunos a
E. faecium como cultivos iniciadores y/o protectores seguros, la utilización de enterococos 
bacteriocinogénicos podría generalizarse para la elaboración de diversos productos lácteos, quesos 
principalmente, ya que resultan útiles como potentes agentes anti-Listeria y para evitar la hinchazón 
tardía producida por el crecimiento de Cl. tyrobutyricum en quesos envasados (Giraffa, 1995; Giraffa et 
al., ible que los 1997; Franz et al., 1999a; Anónimo, 2001; Martínez et al., 2003). Asimismo, es pos
enterococos bacteriocinogénicos, una vez evaluada exhaustivamente la seguridad de la cepa concreta a 
emplear (sección II.4.3.3.4), tengan una aplicación tecnológica en otros alimentos (por ej.: productos 
cárnicos fermentados, pescados, vegetales, encurtidos y ensilados), en los que también se ha descrito su 
presencia (Franz et al., 1999a; Martínez et al., 2003; Ben Omar et al., 2004). 
Tabla II.10. Aplicaciones de los enterococos bacteriocinogénicos como cultivos iniciadores, adjuntos 
y/o protectores de los alimentos 
Especie y cepa Enterocina producida Aplicación 
E. casseliflavus cc45 -b Fermentación de aceitunas verdes estilo español 
E. casseliflavus IM 416K1 Enterocin 416K1 “Cacciatore” (embutido fermentado) 
E. faecalis A-48-32 Enterocina AS-48 Sistemas cárnicos modelo 
E. faecalis TAB 28 Enterocina AS-48 Queso de leche cruda 
E. faecium 7C5 Enterocina AS-48 Queso “Taleggio” 
E. faecium BFE 900-a Enterocinas A y B Tofu 
E. faecium CCM 4231 Enterocina A Embutidos fermentados, queso “Saint-Paulin” y “leche” 
de soja 
E. faecium CRL35 Enterocina CRL35 Queso de cabra y sistemas cárnicos modelo 
E. faecium CTC 492 Enterocinas A y B Carne de cerdo tratada térmicamente y embutidos 
fermentadosa
E. faecium DPC 1146 Enterocina A Queso “Cheddar” 
E. faecium FAIR-E 198 Enterocinas A y/o P Queso “Feta” 
E. faecium INIA 4 Enterocina AS-48 Queso “Manchego” e “Hispánico” 
E. faecium RZS C13 Enterocina B Embutidos fermentados 
E. faecium RZS C5 Enterocina B Queso “Cheddar” 
aEsta aplicación únicamente fue útil cuando se empleó el cultivo de esta cepa conjuntamente con sus enterocinas semipurificadas. 
do (2006). bNo descrita/conocida. Adaptado de Foulquié-Moreno et al. (2006) y Cria
II.4.3.2. ENTEROCOCOS Y SALUD: ENTEROCOCOS COMO CULTIVOS PROBIÓTICOS 
A pesar de que los productos probióticos empleados en alimentación humana y animal contienen 
generalmente Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp., ocasionalmente se ha descrito la presencia de 
cepas de E. faecium y E. faecalis (Franz et al., 1999a; Foulquié-Moreno et al., 2006; Yermolenko et 
al., 2006). A este respecto, entre los productos probióticos para alimentación humana que contienen E. 
faecium se incluyen Causido®, Ecoflor®, Gaio®, Lacto-Sacc®, Paraghurt®, Aciforce®
 
y Novaflora®, en 
los que se reseña su presencia en la etiqueta, y Bifidus complex®, Prévite acidophilus®
 
y Psyllium®, en 
los que no se menciona la presencia de estos microorganismos (Anónimo, 2002; Temmerman et al., 
2003). En particular, la cepa probiótica E. faecium SF68 tiene una larga historia de empleo seguro en el 
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tratamiento de la diarrea en niños y adultos, como alternativa a la administración de antibióticos, 
debido a que disminuye los días de duración de este proceso y el número de deposiciones del paciente. 
Asimismo, esta cepa previene la incidencia de diarrea y mucositis oral, como consecuencia de una 
deficiencia de vitaminas, en pacientes con tuberculosis pulmonar crónica (Franz et al., 1999a; 
Anónimo, 2002; Foulquié-Moreno et al., 2006; Ogier y Serror, 2008). Por otra parte, se ha sugerido su 
empleo para reducir el nivel sanguíneo de amonio y mejorar así el estado mental de pacientes con 
encefalopatía hepática. Además, E. faecium SF68 disminuye los niveles de colesterol en sangre cuando 
se consume durante cortos periodos de tiempo y destaca por su utilidad para la elaboración de 
productos cárnicos fermentados funcionales (Franz et al., 1999a; Anónimo, 2002; Hugas et al., 2003). 
Además de E. faecium SF68, existen otras cepas con actividad probiótica en alimentación humana, 
entre las que destacan: (i) E. faecium CRL 183, que se emplea como producto fermentado de “leche” 
de soja en combinación con Lactobacillus jugurti provocando una disminución del colesterol, (ii) E. 
faecium PR88, que provoca una mejora de los síntomas del síndrome de colón irritable y (iii) una cepa 
de E. faecium comercializada en los Países Bajos, que se caracteriza por su eficacia frente a la diarrea, 
sus efectos anticarcinogénicos, la producción de una enterocina activa frente a L. monocytogenes y la 
disminución de los niveles de colesterol en sangre (Anónimo, 2002; Foulquié-Moreno et al., 2006). Por 
otra parte, en producción animal se ha autorizado el empleo de nueve cepas de E. faecium como 
cul o tivos probióticos para la prevención y el tratamiento de enfermedades intestinales y com
promoto iento, atamiento con antibió  el objeto de evitar el res del crecim como alternativa al tr ticos y con
des s resistent  arrollo de microorgani mos patógenos es a estas sustancias y su diseminación a partir de
alim animal 2; Becqu tido, E. faecium SF68 puede entos de origen  (Anónimo, 200 et, 2003). En este sen
em alimentaci ara prev E. coli, y de plearse en la ón de cerdos, p enir o tratar la diarrea producida por 
per ta significativamente la resp as ros, ya que aumen uesta inmune humoral y la mediada por célul
(Fr ; Benya ). Adem imentación de anz et al., 1999a coub et al., 2003 ás, esta cepa puede utilizarse en la al
pol do vac n la alim os cuatro los, cerdos y gana uno, así como e entación de lechones y terneros durante l
y s de vi amente (Bec jen et al., 2007). 
II.4.3.3. ASPECTOS NEGATIVOS DE LA P COCOS EN LOS 
AL
II.4 contaminación fecal 
eis primeros meses da, respectiv quet, 2003; Vah
RESENCIA DE ENTERO
IMENTOS 
.3.3.1. Enterococos como microorganismos indicadores de 
Tradicionalmente, se ha considerado que los enterococos son microorganismos indicadores de 
contaminación fecal y de una deficiente calidad higiénico-sanitaria de los alimentos, ya que su 
principal hábitat es el tracto gastrointestinal de los mamíferos, son termorresistentes y poseen la 
capacidad de sobrevivir en condiciones ambientales adversas (Leclerc et al., 1996; Franz et al., 1999a). 
A este respecto, incluso en la actualidad se considera que los enterococos son los indicadores más 
apropiados para evaluar la calidad higiénico-sanitaria de los alimentos sometidos a un tratamiento 
térmico suave o de congelación, ya que resisten mejor estos tratamientos que los coliformes (Martínez 
et al., 2003). Sin embargo, su capacidad de sobrevivir en ambientes extraintestinales y su elevada 
termorresistencia los convierte en microorganismos muy ubicuos, lo que hace que la validez de su 
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consideración como indicadores de contaminación fecal sea limitada (Giraffa et al., 1997; Stiles y 
Holzapfel, 1997). 
II.4.3.3.2. Enterococos como microorganismos alterantes de los alimentos 
En ocasiones, se ha descrito que los enterococos, particularmente E. faecium y E. faecalis, son 
microorganismos alterantes (sección II.3.3.1.1) de las carnes tratadas térmicamente y envasadas 
(procesadas), en los que aparecen como supervivientes del proceso de pasteurización o como 
consecuencia de contaminaciones cruzadas durante las últimas etapas de su elaboración (loncheado y 
empaquetado) (Magnus et al., 1986; Franz et al., 1999a, 2003; Hugas et al., 2003). 
II.4.3.3.3. Enterococos como microorganismos productores de aminas biógenas 
Se ha demostrado que algunos enterococos aislados de alimentos fermentados producen aminas 
biógenas (sección II.3.3.1.1), principalmente tiramina e histamina (Bover-Cid et al., 2001; 
Sarantinopoulos et al., 2001). Sin embargo, en embutidos fermentados artesanales no se ha demostrado 
que exista una relación directa entre el contenido en aminas biógenas y el número de enterococos 
presentes (Giraffa, 2002; Hugas et al., 2003; Ogier y Serror, 2008). 
II.4.3.3.4. Enterococos como microorganismos patógenos 
Actualmente, los enterococos no son considerados como microorganismos GRAS y/o QPS debido 
a su asociación con infecciones clínicas (patógenos oportunistas) y a sus características intrínsecas 
(resistencia a antibióticos, factores de virulencia y mecanismos de transferencia genética) (sección 
II.4.2.2) (Anónimo, 2001). Asimismo, su presencia en los alimentos es, a veces, causa de preocupación 
para la industria alimentaria y los consumidores e, incluso, existe una controversia creciente e incesante 
sobre su utilización en las industrias alimentaria y farmacéutica como cultivos iniciadores y 
probióticos, respectivamente. No obstante, debe destacarse que: (i) hasta el momento, no se ha podido 
demostrar que cepas presentes en los alimentos puedan ocasionar enfermedad en humanos y animales 
(Adams, 1999) y, además, (ii) el consumo durante siglos de alimentos fermentados tradicionales que 
contienen enterococos de forma natural no ha causado aparentemente ningún problema de salud 
(Giraffa, 1995; Giraffa et al., 1997; Eaton y Gasson, 2001). Por todo ello, se ha sugerido que el empleo 
de cepas de origen alimentario no supone ningún riesgo para la salud humana (Giraffa, 1995; Giraffa et 
al., 1997; Eaton y Gasson, 2001) e, incluso, como se mencionó anteriormente (sección II.4.3.1.4), se ha 
descrito que los enterococos pueden tener un efecto positivo en las características organolépticas de 
diversos alimentos. En cualquier caso, antes de introducir nuevas cepas como cultivos iniciadores, 
protectores, adjuntos y/o probióticos debe confirmarse previamente, y de forma muy rigurosa, la 
inocuidad y seguridad para el consumo humano de dichas cepas (carencia de factores de virulencia y 
susceptibilidad a antibióticos de interés clínico) (Eaton y Gasson, 2001; Franz et al., 2001; Ben Omar 
et al., 2004; Hummel et al., 2007a). Sin embargo, a pesar de todo ello, no puede descartarse la 
posibilidad de que los enterococos presentes en los alimentos pudieran adquirir genes de factores de 
virulencia y resistencia a antibióticos gracias a sus mecanismos de transferencia genética (Franz et al., 
2003). Por todo ello, la clonación de los genes necesarios para la producción y secreción de enterocinas 
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de interés para la industria alimentaria en bacterias lácticas, mohos o levaduras con status GRAS o 
QPS empleadas en la elaboración de alimentos y bebidas (por ej.: Lc. lactis, St. thermophilus, 
Lactobacillus spp., Penicillium spp. y Sc. cerevisiae), permitiría obtener microorganismos 
recombinantes productores de las enterocinas de interés de gran utilidad en la moderna y futura 
industria alimentaria. 
II.4.4. BACTERIOCINAS (ENTEROCINAS) PRODUCIDAS POR MICROORGANISMOS 
DEL GÉNERO Enterococcus 
Hasta la fecha, se han aislado numerosas cepas de enterococos productores de enterocinas, 
principalmente E. faecium y E. faecalis y, en menor medida, E. avium, E. casseliflavus, Enterococcus 
columbae, E. durans, Enterococcus gallinarum, Enterococcus hirae y E. mundtii, a partir de una gran 
variedad de alimentos, entre los que se incluyen leche, productos lácteos, carne y animales de granja y 
caza (por ej.: pollos, patos y palomas), embutidos crudos curados y otros productos cárnicos 
fermentados, vegetales frescos y fermentados, pescados, mariscos y derivados de la pesca (Tabla II.11) 
(Cintas et al., 1995; Aymerich et al., 1996; Franz et al., 1996; Casaus et al., 1997; Cintas et al., 1997; 
Ennahar et al., 1998; Floriano et al., 1998; Herranz et al., 1999, 2001c; Moreno et al., 2002; Sabia et 
al., 2002; Foulquié-Moreno et al., 2003b; Nilsen et al., 2003; Yamamoto et al., 2003; Gómez et al., 
2004a, b; Achemchem et al., 2005; Alvarado et al., 2005; Citti, 2005; de Kawaadsteneid et al., 2005; 
Todorov et al., 2005; Todorov y Dicks, 2005; Zendo et al., 2005; Abriouel et al., 2006; Campos et al., 
2006; Foulquié-Moreno et al., 2006; Martín et al., 2006; Sánchez et al., 2006, 2007b; Cocolin et al., 
2007; Dimov, 2007; Nes et al., 2007), por lo que la bacteriocinogenicidad constituye un rasgo 
fenotípico muy común entre los enterococos de origen alimentario. Asimismo, se han aislado 
enterococos productores de enterocinas de preparaciones probióticas (Foulquié-Moreno et al., 2003b; 
Yermolenko et al., 2006), agua (Gálvez et al., 1998; Švec et al., 2001), leche materna (Martín, 2005; 
Fernández et al., 2006a), heces humanas (Kang y Lee, 2005; Nes et al., 2005), heces animales (Balla et 
al., 2000; du Toit et al., 2000; Jennes et al., 2000; Mareková et al., 2003; Poeta et al., 2006, 2007; 
Simonová y Lauková, 2007), ensilados (Ohmomo et al., 2000; Eguchi et al., 2001; Sparo et al., 2006), 
“pan de abeja” (Audisio et al., 2005), suelo (Yanagida et al., 2005), purines (Lauková et al., 1998b), 
glándula uropigial de abubilla (Martín-Platero et al., 2006), rumen (Nigutova et al., 2007) y muestras 
clínicas (del Campo et al., 2001; Tomita e Ike, 2005; de Kwaadsteniet et al., 2006; Inoue et al., 2006) 
(Tabla II.11). 
De forma general, el espectro de actividad antimicrobiana de las enterocinas es amplio e incluye 
microorganismos patógenos, como L. monocytogenes, S. aureus, Cl. botulinum y Cl. perfringens, y 
microorganismos alterantes, como Cl. tyrobutyricum, además de otros enterococos y bacterias lácticas 
(Giraffa et al., 1995; 1997; Franz et al., 1999a; Cintas et al., 2001; Giraffa, 2003; Martínez et al., 2003; 
Foulquié-Moreno et al., 2006; Franz et al., 2007). Además, aunque generalmente las bacteriocinas son 
sólo activas frente a bacterias Gram-positivas (sección II.3.4.3), se ha descrito que la bacteriocina A5-
11 (A y B) (Batdorj et al., 2006), enterocina 012 (Jennes et al., 2000), EntAS-48 (Gálvez et al., 1989), 
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Tabla II.11. Bacteriocinas producidas por Enterococcus spp. 
Clase Bacteriocina Subclase Especie y cepa productora Fuente Referencia original 
Clase I      
 Citolisina (CylLL y CylLS) Ia2 E. faecalis Aislado clínico Gilmore et al. (1994) 
 Columbicina A -h E. columbae PLCH2 Animal de caza Martín et al. (2003) 
Clase II  
(paloma) 
    
 Bacteriocina 32 IIa E. faecium VRE200 Aislado clínico Inoue et al. (2006) 
 Bacteriocina 43 - E. faecium VRE82 Aislado clínico Todokoro et al. (2006) 
- E. durans L28-1 Suelo Yanagida et al. (2005) 
- E. gallinarum 012 Heces (avestruz) Jennes et al. (2000) 
 
cina ST4V - E. mundtii ST4V Semillas de soja Todorov et al. (2005) 
cina ST15 - E. mundtii ST15 Semillas de soja de Kwaadsteniet et al. 
 
      
 Bacteriocina T8 IIa E. faecium T8 Aislado clínico de Kwaadsteniet et al. 
(2006) 
 Durancina L28-1B 
 Enterocina 012 
Enterocina 1071ª (Ent1071A 
y Ent1071B) 
IIb E. faecalis BFE 1071 Heces (cerdo) Balla et al. (2000) 
 Enterocina 416K1 - E. casseliflavus IM 
416K1 
Embutido crudo 
curado 
Sabia et al. (2002) 
 Enterocina Ab IIa E. faecium CTC492 Embutido crudo 
curado (fuet) Aymerich et al. (1996) 
 Enterocina A5-11 (EntA5-
11A y EntA5-11B) IIb 
E. durans A5-11 Producto lácteo 
fermentado 
Batdorj et al. (2006) 
 Enterocina AS-48c IId E. faecalis S-48 Agua Gálvez et al. (1989) 
 Enterocina AS-48RJ IId E. faecium RJ16 Queso Abriouel et al. (2005) 
 Enterocina Bd IIe E. faecium T136 Embutido crudo 
curado (chorizo) 
Casaus et al. (1997) 
 Enterocina CRL35 IIa E. mundtii CRL35 Queso Saavedra et al. (2004b) 
 Enterocina EJ97 IIc E. faecalis EJ97 Aguas 
residuales 
Gálvez et al. (1998) 
 Enterocina GM1 - E. faecium GM1 Heces (neonato) Kang y Lee (2005) 
 Enterocina HJ35 - E. faecium HJ35 Piel (humana) Yoon et al. (2005) 
 Enterocina JS IIc E. faecalis DBH18 Heces (ánade) Sánchez et al. (2005) 
 Enterocina K25 - Enterococcus spp. “Kimchi” Moon y Yung (2005) 
 Enterocina L50e (EntL50A y 
EntL50B) 
IIb, c E. faecium L50 Embutido crudo 
curado (chorizo) 
Cintas et al. (1998a) 
 Enterocina M IIa E. faecium AL41 Aguas 
residuales 
Mareková et al. (2007) 
 Enterocina MR10† 
(EntMR10A y EntMR10B) 
IIb E. faecium MR10-3 Glándula 
uropigial 
(abubilla) 
Martín-Platero et al. 
(2006) 
 Enterocina MR99 - E. faecalis MR99 Ensilado Sparo et al. (2006) 
 Enterocina ON-157 - E. faecium NIAI 157 Ensilado Ohmomo et al. (2000) 
 Enterocina Pf IIa E. faecium P13 Embutido crudo 
curado (chorizo) 
Cintas et al. (1997) 
 Enterocina PA1 - E. avium PA1 “Pan de abeja” Audisio et al. (2005) 
 Enterocina Q IIc E. faecium L50 Embutido crudo 
curado (chorizo) 
Cintas et al. (2000d) 
 Enterocina RC714 IIa E. avium RC714 Aislado clínico del Campo et al. (2001) 
 Enterocina RJ-11† IIc E. faecalis RJ11 Salvado de arroz Yamamoto et al. (2003) 
 Enterocina SE-K4 IIa E. faecalis K4 Ensilado Eguchi et al. (2001) 
 Enterocina SF68 - E. faecalis SF68 Probiótico Foulquié-Moreno et al. 
(2003b) 
 Entero
 Entero
(2005) 
Enterocina ST311LD - E. faecium ST311LD Aceitunas Todorov y Dicks (2005) 
 Enterocina T IIa E. avium Heces (neonato) Nes et al. (2005) 
 Enterocina UQ31 - E. faecium UQ31 Queso Alvarado et al. (2005) 
 Enterococcina A 2000 - E. faecium A 2000 Queso Pantev et al. (2002) 
 Enterococcina EFS2 - E. faecalis EFS2 Queso Maisnier-Patin et al. 
(1996) 
 Enterococcina V583 - E. faecalis - Swe et al. (2007) 
 Hiracina JM79 IIa E. hirae DCH5 Animal de caza 
(ánade) 
Sánchez et al. (2007a) 
 Munditicina KSg IIa E. mundtii NFRI 7393 
Ensilado Kawamoto et al. (2002) 
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Tabla II.11. (continuación) 
Clase Bacteriocina Subclase Especie y cepa productora Fuente Referencia original 
Clase III      
 Bacteriocina 41 - E. faecalis Y1714 Aislado clínico Tomita e Ike (2005) 
 Enterocina 388C - E. casseliflavus Embutido crudo 
curado 
Sabia et al. (2004) 
 Enterocina Bc-48 - E. faecalis S-48 Agua López-Lara et al. 
(1991) 
 E. faecalis DPC5280 Hickey et al. (2003) 
 
Enterolisina A - 
E. faecalis LMG2333 
Leche cruda 
Nilsen et al. (2003) 
Bacteriocinas no purificadas a 
homogeneidad 
    
 Enterocina 100-101-102 - E. faecium 100 Suelo Kato et al. (1993, 1994) 
 Enterocina 226NWC - E. faecalis 226 Cultivo iniciador Villani et al. (1993) 
 Enterocina 01 - E. faecium NA01 Leche fermentada Olasupo et al. (1994) 
 Enterocina 3587 - E. faecium 3587 Queso Dimov (2007) 
 Enterocina E-760 - E. durans/faecium 
/hirae NRRL B-30745 
Heces (pollo) Line et al. (2008) 
 Enterocina EF2019 - E. faecium EF2019 Heces (conejo) Simonová y Lauková 
(2007) 
 Enterocina EL1 - E. faecium NA01 - Lyon et al. (1995) 
 Hiracina S - E. hirae - Siragusa (1992) 
Entre las bacteriocinas caracterizadas con idéntica secuencia aminoacídica a las que se señalan con una letra en superíndice se incluyen: 
aenterocina de E. faecium B2 (Moreno et al., 2002). 
benterocina 1146 de E. faecium DPC1146 (O’Keeffe et al., 1999), enterocina 81 de E. faecium WHE 81 (Ennahar et al., 2001), enterocina 
900 de E. faecium BFE 900 (Franz et al., 1996), enterocina BC25 de E. faecium BC25 (Morovsky et al., 2001), enterocina CCM 4231 de E. 
faecium CCM 4231 (Lauková y Czikková, 1998), enterocina CTC492 de E. faecium CTC492 (Aymerich et al., 2000b), enterocina EFM01 
de E. faecium EFM01 (Ennahar y Deschamps, 2000), enterocinas de E. faecium P21 y L3 (Herranz et al., 2001c; Yermolenko et al., 2006) y 
bacteriocina 15 de E. faecium N15 (Losteinkit et al., 2001). 
centerocina EFS2 de E. faecalis EFS2 (Maisnier-Patin et al., 1996), enterocina 4 de E. faecalis INIA 4 (Joosten et al., 1996), enterocina 7C5 
de E. faecium 7C5 (Torri Tarelli et al., 1994; Folli et al., 2003) y bacterocina 21 de E. faecalis OG1X (Tomita et al., 1997). 
denterocina 900 de E. faecium BFE 900 (Franz et al., 1996), enterocina CTC492 de E. faecium CTC492 (Aymerich et al., 2000b), enterocina 
81 de E. faecium WHE 81 (Ennahar et al., 2001), enterocina RZS C5 de E. faecium RZS C5 (Foulquié-Moreno et al., 2003b) y enterocina 
RZS C13 de E. faecium RZS C13 (Foulquié-Moreno et al., 2003b) y enterocinas de E. faecium P21 y L3 (Herranz et al., 2001c; Yermolenko 
et al., 2006). 
eenterocina I de E. faecium 6T1a (Floriano et al., 1998), enterocina de E. faecium B2 (Moreno et al., 2002) y enterocina F58 de E. faecium 
F58 (Achemchem et al., 2005). 
fenterocinas de E. faecium B1 y B2 (Moreno et al., 2002) y enterocinas de E. faecium AA13 y G16 (Herranz et al., 1999). 
gmunditicina AT06 de E. mundtii AT06 (Bennik et al., 1998; Saavedra et al., 2004b), munditicina QU2 de E. mundtii QU2 (Zendo et al., 
2005) y péptido maduro de la enterocina CRL35 (Saavedra et al., 2004b). 
hNo determinado/disponible. †Los autores no han estudiado la presencia de extensión N-terminal en estas bacteriocinas. 
enterocina CCM4231 (Lauková et al., 1993; Lauková y Czikková, 1998), enterocina GM-1 (EntGM-1) 
(Kang y Lee, 2005), enterocina HJ35 (Yoon et al., 2005), enterocina MR99 (EntMR99) (Sparo et al., 
2006), EntMR10 (EntMR10A y EntMR10B) (Martín-Platero et al., 2006), EntST4V (Todorov et al., 
2005), enterocina ST15 (de Kwaadsteniet et al., 2005) y enterocina ST311LD (Todorov y Dicks, 
2005), todas ellas sin purificar, inhiben a bacterias Gram-negativas. Por otra parte, se ha descrito que 
EntCRL35 (Wachsman et al., 2003) y EntST4V producida por E. mundtii ST4V (Todorov et al., 2005) 
tienen actividad antiviral. 
La variedad de las bacteriocinas producidas por los enterococos es más amplia que la descrita para 
otros géneros de bacterias lácticas, habiéndose caracterizado (bioquímica y/o genéticamente) más de 50 
bacteriocinas diferentes (Tabla II.11) (Franz et al., 1999a, 2007; Nes et al., 2007). La mayoría de las 
enterocinas son péptidos antimicrobianos pequeños, termoestables y sin aminoácidos modificados 
postraduccionalmente, que pertenecen a la clase II (no lantibióticos) (sección II.3.4.1), y dentro de ésta 
a la: (i) subclase IIa (del tipo pediocina), como EntA (Aymerich et al., 1996), EntP (Cintas et al., 
1997), enterocina SE-K4 (EntSE-K4) (Eguchi et al., 2001) y EntCRL35 (Saavedra et al., 2004b),; (ii) 
subclase IIb (sistemas de dos péptidos), como EntL50 (EntL50A y EntL50B) (Cintas et al., 1998a), 
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enterocina 1071 (Ent1071 [Ent1071A y Ent1071B]) (Balla et al., 2000), y EntMR10 (EntMR10A y 
EntMR10B) (Martín-Platero et al. (iii , como 0 (Ent ) , 2006); ) subclase IIc  EntL5 L50A y EntL50B
(Cintas et al. y, et al., 1998a), EntQ (Cintas , 2000d), EntEJ97 (Sánchez-Hidalgo et al., 2003) 
probable ina RJ-11 (E RJ-11)  mente, enteroc nt (Yamamoto et al., 2003), enterocina JS (EntJS) (Sánchez
et al., 20 5) y EntMR10 (EntMR10A y EntMR10B) (Martín-Platero l., 2006); (iv) subclase IId, 0 et a
como EntAS-48 (Gálvez et al., 198  enter br 00  9) y ocina AS-48RJ (A iouel et al., 2 5) y (v) subclase IIe,
como E , 1997). No ob an des in s ntB (Casaus et al. stante, se h crito enteroc as con aminoácido
modificados postraduccionalmente (clase I, lantibióticos), como C lmore et a ., yl (Gi l., 1994; Booth et al
1996; Co m ina A 3 t año x et al., 2005) y la colu bic  (Martín et al., 200 ), así como en erocinas con tam
molecula a, pertenec entes a la clar de hasta 34 kD i se III, como EnlA (Nilsen et al., 2003) (Tabla II.11). 
Los genes que codifican las enterocinas liz  plásmido, como en el pueden estar loca ados en: (i) un
caso de la bacteriocina 32 (Inoue et al., 2006),  41 (T 005), bacteriocina Bc-bacteriocina omita e Ike, 2
48 (Mart ., 1992), bacteriocina T8 (de Kawaadds l., 2006), Cyl (Gilmore et ínez-Bueno et al teniet et a
al., 1994  En B) pr faeci 0 (Criado  ), EntL50 (EntL50A y tL50 oducida por E. um L5  et al., 2006a), EntQ
(Criado e , enterocina 22 WC (S 992), C 4), t al., 2006a) 6N alzano et al., 1  enterocina 388  (Sabia et al., 200
Ent416K 2002), E 071 (E 107 alla et a  1 (Sabia et al., nt1 nt1071A y Ent 1B) (B l., 2000), EntAS-48
(Martínez-Bueno et al., 1990), EntCRL35 (Saavedra 97 (Sánchez-Hidalgo , et al., 2004b), EntEJ et al.
2003), E  et al., 2006), enterocina ON-157 (Ohmo ) i et ntMR99 (Sparo mo et al., 2000  y EntSE-K4 (Do
al., 2002) o (ii) el cromosoma, com n el ca aha ), E l., o e so de EntA (Enn r et al., 2001 ntB (Ennahar et a
2001), E 0 odu cium t 10 ntL50 (EntL50A y EntL5 B) pr cida por E. fae B2 (Moreno e al., 2002), EntMR
(EntMR1 10B) (Martín-Platero e ntP ; ; 0A y EntMR t al., 2006) y E (Herranz, 2001 Moreno et al., 2002
Criado et al. obstante, la localización de los una bacteriocina puede , 2006a). No genes que codifican 
variar se  (sección II.3.4.7), como se ha descrito en los casos de: (i) EntL50 gún la cepa productora
(EntL50A uya agrupación génica se localiza en los  pCIZ1 E.  y EntL50B), c plásmido  (aprox., 50 kb) de 
faecium l., 1998a; Criado e 1 b) 1 L50 (Cintas et a t al., 2006a), pEF  (aprox., 23 k  de E. faecium 6T
(Floriano et al., 1998), en el plásmido de 22 kb de E. faecium F5  et al., 2005) y en el 8 (Achemchem
cromoso cium B2 y E. faecium B oit et e (ii) ma de E. fae FE1072 (du T al., 2000; Mor no et al., 2002) y 
EntAS-4 ón génica localiz do p c8, cuya agrupaci  se a en el plásmi MB2 de E. fae ium S-48 (Martínez-
Bueno e en el crom ma d J16 lt al., 1990) y oso e E. faecium R (Abriouel et a ., 2005). Asimismo, 
recientem ito que los determ os qu an En l ente se ha descr inantes genétic e codific tP se localizan en e
plásmido E. faecium 4.4.1 0 pCIZ1 y cromosoma de L50 (sección II. .2) (Criado, 20 6). 
Desde el punto de vista tecnológico e higiénico-sanitario, las enterocinas son sustancias 
antimicro s para la ustria  t o  bianas interesante  ind alimentaria ya que ienen un gran p tencial de aplicación
en tratam s par la cons me ermentado o ientos combinado a ervación de ali ntos f s, refrigerados y/
pasteuriz u poten activid icroo os pató tes ados, debido a s te ad frente a m rganism genos y/o alteran
presentes ente fre ria spp.) y algunas de su s  en los alimentos (especialm nte a Liste  a s propiedades que le
confieren ente a otras cterio biocon entarios. Entre estas  ventajas, fr  ba cinas, como servantes alim
propieda  las siguie : (i) es ndic remas,  des se incluyen ntes tabilidad en co iones ext como las que tienen
lugar dur nte la fermentación de lo producto  cárnicos y lácteos, (ii) actividad antimicrobiana a bajas a s s
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temperaturas durante largos periodos de tiempo, (iii) producción y estabilidad en leche en el rango de 
te turas 3 ) resi  la compatib on las s mpera 0−37ºC, (iv stencia a renina, (v) ilidad c  bacterias láctica
empleadas istericomo cultivos iniciadores, (vi) actividad anti-L a en leche, (vii) estabilidad al calor y 
(viii) estab mplio go de , si bi ctiv idos ilidad en un a ran valores de pH en son más a as a valores ác
(Giraffa, 1 al., 20 b; Gira artínez , 2003). Debido a este interés 995; Cintas et 00 ffa, 2003; M  et al.
tecnológico rrollado n merosos estran la eficacia d nas , se han desa u  estudios que demu el empleo de algu
enterocinas como aditivos alimentarios (Tab
nes potencia rocinas ditivos alim
nc
la II.12). 
Tabla II.12. Aplicacio les de las ente  como a entarios 
Enterocina Aplicación Refere ia 
Enterocina 226 NWC Queso “Mozz 9arella” Villani et al. (19 3) 
Enterocina 4 S tema lácte  (1
Sistema cárn l. (200
Z mo l. (2005) 
S tema vege 0
Sidra y zumo  (200
C nservas vegetales Lucas et al. (2006
4231 “Leche” de s Lauková y Czikko
is o modelo Rodríguez et al. 997) 
Enterocina AS-48 
 
ico modelo Ananou et a
Grande et a
5) 
u
 
 
is tal modelo 
de manzana  
Grande et al. (20
Grande et al.
6a) 
6a) 
 
CM
o ) 
Enterocina C oja vá (1999) 
 Productos lácteos Lauková et al. (1999a) 
i “Hornád” Lauková et al. (1999b)  Salam
 “Brynzda” (producto lácteo eslovaco) Lauková y Czikková (2001) 
Enterocina CRL35 Queso de cabra Farías et al. (1999) 
 Sistema cárnico modelo Vignolo et al. (2000) 
Enterocina CTC492 Productos cárnicos Aymerich et al. (2000b) 
 Carne de cerdo tratada térmicamente Aymerich et al. (2002) 
Adaptado de Foulquié-Moreno et al. (2006) y Criado (2006). 
II.4.4.1. ENTEROCINAS PRODUCIDAS POR Enterococcus faecium L50 
E. faecium L50 es una cepa aislada de un embutido crudo curado español (chorizo) elaborado 
artesanalmente sin la adición de cultivos iniciadores (Cintas, 1995; Cintas et al. 1995). Esta cepa 
presenta dos plásmidos (pCIZ1 [aprox., 50 kb] y pCIZ2 [aprox., 7,4 kb]) y su actividad antimicrobiana 
se debe a la producción, bajo regulación térmica (Cintas, 1995; Cintas et al., 2000d; Criado et al., 
2006b), de tres bacteriocinas (cuatro péptidos) (Tabla II.13) de amplio espectro de acción: (i) 
enterocina L50 (EntL50 [L50A y L50B], sistema de dos péptidos [EntL50A y EntL50B]) (Cintas et al., 
1995, 1998a); (ii) EntP (Cintas et al., 2000d) y (iii) EntQ (Cintas et al., 2000d). E. faecium L50 posee 
actividad antimicrobiana frente a: (i) microorganismos alterantes de los alimentos (por ej.: Cl. 
sporogenes, Cl. tyrobutyricum y Propionibacterium spp.); (ii) microorganismos patógenos productores 
de toxiinfecciones alimentarias (por ej.: L. monocytogenes, S. aureus, B. cereus, Cl. botulinum y Cl. 
perfringens) y de otras patologías humanas y animales (por ej.: Streptococcus pneumoniae, 
Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus parasanguis y St. agalactiae) y (iii) bacterias 
lácticas (Tabla II.14) (Cintas et al., 1998b, 2000d). 
Tabla II.13. Características principales de las enterocinas producidas por E. faecium L50 
Enterocina 
 
Nº aa MM (Da) pI 
Extensión N- 
terminala Referencia 
Enterocina L50 EntL50A 43 5.190 10,22 − Cintas et al. (1998a) 
 EntL50B 44 5.178 10,07 − Cintas et al. (1998a) 
Enterocina P  44 4.630   9,81 + (péptido señal) Cintas et al. (2000d) 
Enterocina Q  34 3.952   9,39 − Cintas et al. (2000d) 
aLos símbolos + y – representan presencia y ausencia, respectivamente. 
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Tabla II.14. Especies bacterianas incluidas en el espectro 
de acción antimicrobiana de E. faecium L50 
 
Género Especie  
Bacillus B. cereus 
 
 
Clostridium Cl. botulinum   
 Cl. perfringens  
 Cl. sporogenes  
 Cl. tyrobutyricum  
Enterococcus E. faecalis   
 E. faecium  
Lactobacillus Lb. acidophilus   
 Lb. bulgaricus  
 Lb. casei  
 Lb. fermentum  
 Lb. helveticus  
 Lb. sakei  
Lactococcus Lc. cremoris 
 
 
 Lc. lactis  
Leuconostoc Le. cremoris 
 
 
Listeria L. innocua   
 L. monocytogenes  
Pediococcus P. acidilactici 
 
 
 P. pentosaceus  
Propionibacterium Pr. acidilactici 
 
 
Staphylococcus S. aureus   
 S. carnosus  
Streptococcus St. pneumoniae 
 
 
 St. mitis  
 St. oralis  
 St. parasanguis  
 St. agalactiae  
Adaptado de Cintas (1995) y Cintas et al. (1995, 1998b).  
II.4.4.1.1. Enterocina L50 (L50A y L50B) 
La enterocina L50 (EntL50 [EntL50A y EntL50B]) es una bacteriocina descrita por primera vez en 
E. faecium L50 (Cintas et al., 1995), que está ampliamente distribuida en la naturaleza, habiéndose 
observado su producción y/o la presencia de sus genes estructurales en cepas de E. faecium aisladas de 
embutidos crudos curados, carne y animales de granja y caza, leche, quesos, pescados, mariscos, 
productos de la pesca, aceitunas fermentadas, “Tempeh”, “Jben”, heces y muestras clínicas (Cintas et 
al., 1998a; Floriano et al., 1998; du Toit et al., 2000; Moreno et al., 2002; de Vuyst et al., 2003; 
Foulquié-Moreno et al., 2003b; Gómez et al., 2004a, b; Achemchem et al., 2005; Citti, 2005; Martín et 
al., 2006; Sánchez et al., 2006, 2007b; Poeta et al., 2007; Theppangna et al., 2007; Klibi et al., 2008). 
Enterocina L50 (L50A y L50B) es un sistema de dos péptidos (EntL50A y EntL50B) (subclase IIb), 
cuyos componentes presentan una elevada homología (72% de identidad) (Fig. 2.6.A), tienen un 
pequeño tamaño molecular (44 y 43 aa, respectivamente) y son termoestables, catiónicos e hidrófobos 
(Cintas et al., 1998a). No obstante, la comparación de las secuencias aminoacídicas de EntL50A y 
EntL50B, determinadas mediante degradación de Edman, con las deducidas de la secuencia 
nucleotídica de sus genes estructurales demostró que los péptidos EntL50A y EntL50B se sintetizan sin 
ninguna extensión N-terminal (Cintas et al., 1998a), por lo que también pueden incluirse en la subclase 
IIc. Recientemente, Criado et al. (2006b) han demostrado que los determinantes genéticos que 
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codifican la producción e inmunidad de EntL50A y EntL50B en E. faecium L50 se localizan en el 
plásmido pCIZ1 (aprox., 50 kb), y que la producción de estas enterocinas está influida por la 
temperatura de incubación. Así pues, EntL50A y EntL50B se producen en el rango de temperaturas de 
16−42ºC, y su producción es máxima a 25ºC. A este respecto, cuando la temperatura es superior a 37ºC 
la producción disminuye significativamente y, a partir de 42ºC, estas enterocinas no muestran actividad 
antimicrobiana detectable (Criado et al., 2006b). Por otra parte, se ha descrito una bacteriocina 
producida por E. faecalis MR10-3 aislado de la glándula uropigial de la abubilla (Martín-Platero et al., 
2006), den MR10A y ominada EntMR10 (EntMR10A y EntMR10B), cuyos dos péptidos (Ent
EntMR10B) pre  elevada homolog % de identidad, res te) con EntL50A sentan una ía (98 y 96 pectivamen
y EntL50B  lo erarse una variante de EntL50. Asimismo, Batdorj  (Fig. 2.6.B), y, por  tanto, podría consid
et al. (200 un pr ntado típico ag”), la cepa E. 6) aislaron, de oducto lácteo ferme de Mo ia (“Airngol
durans A5-11 productora de otra ste s (A5-11A y A5- bacteriocina que presenta un si ma de dos péptido
11B), y cu as masas molecular  y vidades son muy y es, composiciones aminoacídicas  espectros de acti
similares a B n no se ha realizad oacídica de  EntL50A y EntL50 , no obstante, aú o la secuenciación amin
estos dos péptidos. Por otra parte, las secuencias de EntRJ-11 n calis RJ-11 y E tJS producidas por E. fae
y E. faecal ctiva tan una elevada hom EntL50A (75% de is DBH18, respe mente, presen ología con la de 
identidad) on % de identid spectivamente (Fig. 2.6.C) y c la de EntL50B (95 ad) (Fig. 2.6.D), re
(Yamamoto et al., 2003; Sánchez et al., 2005). 
Figura 2.6. (A) Alineamiento de las secuencias de los dos péptidos del sistema de EntL50 (EntL50A y 
En  (EntL50A y tL50B). (B) Alineamiento de las secuencias de los dos péptidos de los sistemas de EntL50
EntL tMR10 (EntM y En (C) Alineamie ecuenci 50A y 50B) y En R10A tMR10B). nto de las s as de EntL
Ent ntL50B y EntJS. Los residuos conservados se muesRJ-11. (D) Alineamiento de las secuencias de E tran sobre 
fondo negro. o  ( a) (A), M tero et a  (B), Yamam et al. (200 )  Adaptad  de Cintas et al. 1998 artín-Pla l. (2006) oto 3) (C) y Sánchez et al. (2005
(D). 
A
EntL50A MGAIAKLVAKFGWPIVKKYYKQIMQFIGEGWAINKIIEWIKKHI
EntL50B MGAIAKLVTKFGWPLIKKFYKQIMQFIGQGWTIDQIEKWLKRH
B
EntL50A MGAIAKLVAKFGWPIVKKYYKQIMQFIGEGWAINKIIEWIKKHI
EntMR10A MGAIAKLVAKFGWPIVKKYYKQIMQFIGEGWAINKIIDWIKKHI
EntL50B MGAIAKLVTKFGWPLIKKFYKQIMQFIGQGWTIDQIEKWLKRH
EntMR10B MGAIAKLVAKFGWPFIKKFYKQIMQFIGQGWTIDQIEKWLKRH
C
EntL50A MGAIAKLVAKFGWPIVKKYYKQIMQFIGEGWAINKIIEWIKKHI
EntRJ-11 MGAPAGLVAKFGRPIVKKYYKQIMQFIGEGSAINKIIPWIARMWRT
D
EntL50B MGAIAKLVTKFGWPLIKKFYKQIMQFIGQGWTIDQIEKWLKRH
EntJS MGAIAKLVAKFGWPFIKKFYKQIMQFIGQGWTIDQIEKWLKRH
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EntL50 (EntL5 un espectro de acción 0A y EntL50B) muestra, a diferencia de otras enterocinas, 
antimicrobiana muy robiana frente a: (i) otras bacterias  amplio y ejerce una potente actividad antimic
lácticas (Lb. acidop actobacillus bulgari casei, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus hilus, L cus, Lb. 
fermentum, Lactobacillus helveticus, Lb. sakei, s, Lc. lactis, Leuconostoc cremoris, E. Lc. cremori
faecalis, E. faecium P. acidilactici y Pediococcus pentosaceous); (ii) bacterias alterantes de los , 
alimentos (Cl. spo Propionibacteriu bacterias pat genas productoras de rogenes y m spp.); (iii) ó
toxiinfecciones alim as (L. monocytogenes s, B. cereus, Cl. botulinum y Clostridium entari , S. aureu
perfringes) y (iii) bacterias patógenas de huma es como St. pneumoniae, St. mitis, St. nos y animal
oralis, St. parasanguis y St. agalactiae (Cintas et d).  al., 1998b, 2000
Estudios de transcripción/traducción in vitr strado que los dos péptidos (EntL50A y o han demo
EntL50B), a diferencia de los componentes d teriocinas de la bclase IIb, presentan e otras bac su
actividad antimicro idualmente, siendo EntL50A más activo que EntL50B frente a P. biana indiv
acidilactici 347, E. faecium T136, Lc. lactis CNRZ177 y Lb. sakei 148, y q ás, la actividad ue, adem
antimicrobiana de a bos péptidos es sinérgica, si e sinergismo ría considerablemente m  bien el grado d va
(de 4 a 12 veces) dependiendo de la especie indic a (Cintas et al., 1998a). adora emplead
El análisis gené n de 21.446 do pCIZ1 (50 kb x.) (Fig. 2.7) de E. tico de una regió pb del plásmi  apro
faecium L50 reveló la presencia de 27 hipotéticos genes (orf, del inglés pen Reading Frame) O
organizados en cua diferenciadas, delimitadas por tres elementos de inserción (IS1216L, tro regiones 
IS1216R y IS1514): (i) región I (orf1−3), implicada en la producción de EntP; (ii) región II (orf5−11), 
que incluye genes relacionados con la síntesis d ucleótidos; (iii orf 13−15), e desoxirribon ) región III (
que incluye genes condiciones de strés medioambiental relacionados con la supervivencia bajo  e
(agentes oxidantes y metales) y (iv) región IV (orf 18−27), implicada en la síntesis y, probablemente, 
secreción e inmunidad a EntL50 (EntL50A y EntL50B) (Criado, 2006). En esta región, los primeros 
seis genes de la agrupación génica de EntL50 están implicados en la síntesis de EntL50A y EntL50B 
(entL50A y entL50B) y, probablemente, en su secreción y en la inmunidad frente a esta bacteriocina 
(entL50CDEF). Sin embargo, el análisis de estos productos génicos (EntL50C, EntL50D, EntL50E y 
EntL50F) no permitió identificar rasgos típicos de transportadores del tipo ABC (sección II.5.1.1), por 
lo que el transportador del tipo ABC EntL50GHIJ podría tener una función dual, estando implicado en 
la secreción y la inmunidad a esta bacteriocina, de forma similar al transportador MDR del tipo ABC 
LmrB de Lc. lactis BGM-1 (Gajic et al., 2003), responsable del transporte e inmunidad a las 
bacteriocinas LsbA y LsbB (carente de extensión N-terminal) (Gajic et al., 2003). Además, el análisis 
de hibridación ARN-ADN del tipo Northern-blot empleando una sonda específica de entL50A y 
entL50B marcada radiactivamente, demostró que estos genes se cotranscriben en un único ARNm 
policistrónico (aprox., 0,4 kb) y que, por lo tanto, constituyen un único operón (Cintas et al., resultados 
no publicados). 
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Figura 2.7. Representación esquemática de la organización genética de una región de 21.446 pb del 
plásmido pCIZ1 de E. faecium L50. Los ORFs se representan mediante flechas indicando la dirección de la 
transcripción. IR, secuencia repetida inversa (del inglés Inverted Repeat); IS, secuencia de inserción (del inglés Insertion 
Sequence). Fuente: Criado (2006). 
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II.4.4.1.2. Enterocina P 
La enterocina P (EntP) es una bacteriocina de la subclase IIa descrita por primera vez en E. 
faecium P13, una cepa aislada de un embutido crudo curado español (chorizo) elaborado 
artesanalmente sin la adición de cultivos iniciadores (Cintas et al., 1997; Casaus, 1998), que, al igual 
que EntL50, está ampliamente distribuida en la naturaleza, habiéndose descrito su producción y/o la 
presencia de su gen estructural en cepas de E. faecium, E. durans y Enterococcus haemoperoxidus 
aisladas de carne y animales de granja y caza, embutidos crudos curados, leche, quesos, pescados, 
mariscos, productos de la pesca, “Tempeh”, ensilados, heces, purines y muestras clínicas (Cintas et al., 
1997; Casaus, 1998; Herranz et al., 1999; du Toit et al., 2000; Moreno et al., 2002; de Vuyst et al., 
2003, Foulquié-Moreno et al., 2003b; Mareková et al., 2003; Ben Omar et al., 2004; Gómez et al., 
2004a, b; Achemchem et al., 2005; Citti, 2005; Abriouel et al., 2006; Martín et al., 2006; Sánchez et 
al., 2006, 2007b; Lauková et al., 2007; Poeta et al., 2007; Simonová y Lauková, 2007; Klibi et al., 
2008). EntP es un péptido de pequeño tamaño molecular (44 aa), termoestable, catiónico e hidrófobo 
que presenta, en su extremo N-terminal, la secuencia consenso YGNGVXCX4CXV (donde X 
representa un residuo aminoacídico no conservado), característica de las bacteriocinas del tipo 
pediocina (sección II.3.4.1), con dos residuos Cys (Cys9 y Cys11). Recientemente, Criado et al. (2006b) 
han demostrado que los determinantes genéticos que codifican la producción e inmunidad de EntP en 
E. faecium L50 se localizan en el cromosoma y el plásmido pCIZ1 (aprox., 50 kb), y que su producción 
está influida por la temperatura de incubación, así pues, EntP se produce en el rango de temperaturas 
de 16−47ºC, y su producción es máxima a 37ºC. Por otra parte, se ha descrito que las secuencias 
parciales de EntGM-1 y la enterocina M producidas por E. faecium GM-1 y E. faecium AL41, 
respectivamente, presentan una elevada homología (82,9 y 94,9% de identidad, respectivamente) con la 
de EntP (Kang y Lee, 2005; Mareková et al., 2007). Asimismo, la secuencia de SakA y CbnBM1 
producidas por Lb. sakei Lb706 y C. piscicola LV17B, respectivamente, presentan también una 
elevada homología (80,5 y 74,4% de identidad, respectivamente) con la de EntP (Quadri et al., 1994; 
Axelsson y Holck, 1995). Por otra parte, EntP muestra un amplio espectro de acción y ejerce una 
potente actividad antimicrobiana frente a: (i) otras bacterias lácticas (Lb. curvatus, Lb. fermentum, Lb. 
sakei, Lc. lactis, E. faecalis, E. faecium y P. pentosaceous); (ii) bacterias alterantes de los alimentos 
(Cl. sporogenes, Cl. tyrobutyricum y Propionibacterium spp.) y (iii) bacterias patógenas productoras 
de toxiinfecciones alimentarias (B. cereus, Cl. botulinum, Cl. perfringens, L. monocytogenes y S. 
aureus) (Cintas et al., 1997; Casaus, 1998). 
El análisis genético de regiones de 755, 707 y 963 pb del operón de EntP de E. faecium P13, E. 
faecium G16 y E. faecium L50, respectivamente, reveló en todos los casos la presencia contigua del 
gen estructural (entP) y del hipotético gen de inmunidad (entiP), aparentemente organizados en un 
único operón (Cintas et al., 1997; Casaus, 1998; Cintas et al., 2000d; Herranz, 2001). El gen estructural 
entP codifica un precursor de la bacteriocina, denominado preEntP (prepéptido de 71 aa), compuesto 
por: (i) un SP (27 aa) con características típicas de los péptidos señal de las proteínas procesadas, 
transportadas y secretadas mediante el sistema Sec (sección II.5.1.2) y (ii) la secuencia correspondiente 
a la bacteriocina madura (EntP) de 44 aminoácidos. Inmediatamente detrás se sitúa el gen de 
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inmunidad entiP, que codifica una proteína de inmunidad de 88 aminoácidos (EntiP), encargada de 
proteger a la cepa productora de la acción tóxica de EntP. A pesar de que la secuencia de EntiP 
presenta una elevada homología con las proteínas de inmunidad de otras bacteriocinas de la subclase 
IIa (CurA y CbnBM1) (Cintas et al., 1997), EntiP únicamente protege a células sensibles frente a la 
acción antimicrobiana de EntP y CurA (Fimland et al., 2002). Por otra parte, recientemente se ha 
demostrado que la translocasa Sec es la encargada del procesamiento de PreEntP y de la secreción de la 
bacteriocina madura EntP (Herranz y Driessen, 2005). 
Con respecto a su modo de acción, EntP ejerce una acción bactericida no bacteriolítica frente a 
células sensibles de E. faecium T136. En este sentido, se ha demostrado que EntP origina: (i) una 
reducción significativa del ATP intracelular de las células sensibles, pero sin un incremento del ATP 
extracelular y (ii) una reducción significativa del potencial de membrana (∆Ψ) debida a la inducción 
del movimiento transmembrana de cationes K+, pero sin afectar al gradiente de pH (∆pH). Por otro 
lado, EntP también altera la permeabilidad de liposomas derivados de E. faecium T136 de manera 
concentración- y tiempo-dependiente, si bien es inactiva frente a liposomas sintéticos. Asimismo, se ha 
demostrado que EntP induce la formación de canales iónicos selectivos en células sensibles y de poros 
menos selectivos en liposomas derivados de éstas (Herranz et al., 2001a, c). 
II.4.4.1.3. Enterocina Q 
La enterocina Q (EntQ) es una bacteriocina de la subclase IIc descrita por primera vez en E. 
faecium L50 (Cintas et al., 2000d), que, al igual que EntL50 y EntP, está ampliamente distribuida en la 
naturaleza, habiéndose descrito su producción y/o la presencia de su gen estructural en cepas de E. 
faecium aisladas de embutidos crudos curados, carne y animales de granja y caza, leche, quesos, 
pescados, mariscos, productos de la pesca, heces y muestras clínicas (Cintas et al., 2000d; Gómez et 
al., 2004a, b; Citti, 2005; Martín et al., 2006; Sánchez et al., 2006, 2007b; Poeta et al., 2007; Klibi et 
al., 2008). EntQ es un péptido de pequeño tamaño molecular (34 aa), termoestable, catiónico e 
hidrófobo. Recientemente, Criado et al. (2006b) han demostrado que los determinantes genéticos que 
codifican la producción e inmunidad de EntQ en E. faecium L50 se localizan en el plásmido pCIZ2 
(aprox., 7,4 kb), y que su producción está influida por la temperatura de incubación, así pues, EntQ se 
produce en el rango de temperaturas de 16−47ºC, y su producción es máxima a 47ºC, disminuyendo 
significativamente cuando la temperatura es inferior a 32ºC (Criado et al., 2006b). Por otra parte, EntQ 
muestra un espectro de acción reducido que incluye, entre otros microorganismos, bacterias lácticas 
como Lb. sakei, E. faecium, P. acidilactici y P. pentosaceous (Cintas et al., 2000d). 
El análisis genético del plásmido pCIZ2 (7.383 pb) (Fig. 2.8) de E. faecium L50 (Cintas et al., 
2000d) reveló la presencia de 10 hipotéticos ORFs organizados en tres regiones diferentes: (i) región I 
(orf 1−3), implicada en la síntesis, secreción e inmunidad de EntQ; (ii) región II (orf4−7), que contiene 
genes relacionados con la movilización plasmídica y (iii) región III (orf8−10), implicada en la 
replicación plasmídica. En la región I, orf1 (entqA) corresponde al gen estructural de EntQ 
(previamente designado entQ), que codifica un péptido de 34 aminoácidos (3.952 Da) carente de 
extensión N-terminal, al igual que EntL50A y EntL50B (Cintas et al., 2000d; Criado et al., 2006a). El 
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gen orf2 (entqB) codifica una proteína de 572 aminoácidos que muestra una gran homología con otros 
transportadores del tipo ABC (sección II.5.1.1) y que está implicada en la secreción de EntQ (Criado et 
al., 2006a). El análisis de EntqB reveló que presenta seis regiones hidrofóbicas, que pueden constituir 
seis segmentos transmembrana, y rasgos típicos del dominio de unión del ATP (ATPasa) de los 
transportadores del tipo ABC (sección II.5.1.1) (Fath y Kolter, 1993; Scheneider y Hunde, 1998; 
Young y Holland, 1999; Dassa, 2000). orf3 (entqC) codifica una proteína de membrana de 64 
aminoácidos encargada de proteger a la cepa productora de la acción tóxica de EntQ que no muestra 
homología significativa con ninguna proteína descrita y que presenta dos regiones hidrofóbicas que 
pueden constituir dos segmentos transmembrana (Criado et al., 2006a). 
Por otra parte, la mínima región necesaria para la replicación del plásmido pCIZ2 (denominada 
replicón mínimo) corresponde a un fragmento de, aproximadamente, 1,2 kb que contiene el origen de 
replicación (ori), constituido por dos juegos de secuencias repetidas directas de 12 y 22 pb, y el gen 
orf8 (repE) que codifica la proteína iniciadora de la replicación RepE. Asimismo, pCIZ2 es un 
plásmido caracterizado por un mecanismo de replicación en “theta” bidireccional, una gran estabilidad 
sugregacional y su capacidad de replicación también en P. acidilactici (Criado et al., 2006a). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
pCIZ2
7,383-pb
Figura 2.8. Mapa genético del plásmido pCIZ2 de E. faecium L50. Fuente: Criado et al. (2006a). 
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II.4.4.1.4. Utilización de las enterocinas producidas por Enterococcus faecium L50 como 
bioconservantes de los alimentos 
Conviene destacar que EntL50 y EntP muestran diversas características que las convierten en 
bacteriocinas candidatas para su utilización como bioconservantes de los alimentos, entre las que se 
incluyen: (i) su amplio espectro de acción frente a bacterias patógenas y alterantes presentes 
potencialmente en los alimentos; (ii) su sensibilidad a enzimas proteolíticas; (iii) su elevada estabilidad 
a altas temperaturas durante largos periodos de tiempo (100 y 121ºC durante 60 y 15 min, 
respectivamente) y a amplios intervalos de pH (pH 2−11) y (iv) la resistencia de su actividad 
antimicrobiana al almacenamiento a 4 y −20ºC durante largos periodos de tiempo, a la 
congelación/descongelación y a la liofilización (Cintas, 1995; Cintas et al., 1995; Cintas et al., 1997; 
Casaus, 1998; Herranz, 2001; Gutiérrez, 2005). No obstante, debido a los problemas que conlleva la 
utilización de los enterococos en la industria alimentaria (sección II.4.3.3.4), la aplicación de E. 
faecium L50 en la industria alimentaria requeriría la evaluación exhaustiva de su seguridad. Por todo 
ello, resulta de gran interés la clonación y expresión funcional de los genes necesarios para la 
producción y secreción de EntL50 (EntL50A y EntL50B) y/o EntP en bacterias lácticas, mohos o 
levaduras con status GRAS o QPS empleadas en la elaboración de alimentos y bebidas (por ej.: Lc. 
lactis, St. thermophilus, Lactobacillus spp., Penicillium spp. y Sc. cerevisiae), lo que permitiría obtener 
microorganismos recombinantes productores de estas enterocinas de gran utilidad en la moderna y 
futura industria alimentaria. 
II.5. PROCESAMIENTO, TRANSPORTE Y SECRECIÓN DE PÉPTIDOS Y PROTEÍNAS EN 
PROCARIOTAS Y LEVADURAS 
En general, la mayoría de péptidos y proteínas sintetizados por procariotas y eucariotas se 
localizan en el interior celular, y sólo unos pocos péptidos y proteínas se liberan al medio extracelular. 
La liberación al medio extracelular de péptidos y proteínas supone una ventaja en la producción 
heteróloga de proteínas, puesto que si se consigue secretar la proteína de interés por un hospedador, su 
purificación se facilitaría por la ausencia de un gran número de proteínas no liberadas al medio 
extracelular (Henderson, 2004). Sin embargo, los mecanismos de procesamiento y secreción de 
proteínas son muy complejos y, generalmente, los rendimientos en la producción heteróloga de 
proteínas liberadas al medio extracelular no son elevados, sobre todo, cuando se utiliza como 
hospedador la bacteria Gram-negativa E. coli (Choi y Lee, 2004). A este respecto, las proteínas 
secretadas por E. coli deben atravesar dos membranas, la membrana interna y la externa, y su paso por 
ambas “barreras” depende de la estructura aminoacídica de la proteína. En el caso de las bacterias 
Gram-positivas, que poseen una única membrana, los rendimientos en la producción heteróloga de 
proteínas pueden ser mayores, de modo que estas bacterias constituyen una alternativa frente a las 
Gram-negativas para la producción de péptidos y proteínas de interés comercial (van Wely et al., 
2001). En este contexto, la búsqueda de nuevas y mejores alternativas de expresión heteróloga de 
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proteínas ha propiciado la utilización de hospedadores eucariotas, como las levaduras (Cregg et al., 
1993). Aunque a priori los sistemas de procesamiento, transporte y secreción de proteínas en levaduras 
parecen ser más complejos que los utilizados por las bacterias, la disponibilidad de vectores de 
expresión que permiten la producción de proteínas heterólogas en el sobrenadante de levaduras (por ej.: 
Sc. cerevisiae y Pichia pastoris) constituye una de las causas de elección de estos microorganismos 
eucariotas como hospedadores heterólogos (Cereghino y Cregg, 1999). A continuación, se describen 
algunos mecanismos de procesamiento, transporte y secreción de proteínas en procariotas y levaduras. 
II.5.1. PROCESAMIENTO, TRANSPORTE Y SECRECIÓN DE PÉPTIDOS Y PROTEÍNAS 
EN PROCARIOTAS 
Muchas de las proteínas sintetizadas en el citoplasma bacteriano deben atravesar una o dos 
“barreras” hasta alcanzar su lugar de acción. Dado que las células necesitan una “señal” para distinguir 
las proteínas citoplasmáticas de las secretadas al exterior, muchas de las proteínas secretadas se 
sintetizan como precursores inactivos con un SP (van Wely et al., 2001) que actúa como lugar de 
reconocimiento para su procesamiento, transporte y secreción por el sistema Sec. Sin embargo, algunas 
proteínas y sporte y  otros compuestos de diversa naturaleza pueden secretarse por sistemas de tran
secrec  tipo I o ión específicos como el sistema de transporte del tipo ABC o sistema de secreción
sistema de transporte dedicado (DTS, del inglés Dedicated Transport System), por el sistema de 
secreción dependiente de contacto o tipo III (Plano et al., 2001), por el sistema tipo IV (Christie, 2001) 
o por el sistema de autotransporte o tipo V (Desvaux et al., 2004). 
A continuación, se describen las características más relevantes del sistema de transporte del tipo 
ABC y
PORTE 
DEDI
 del sistema Sec. 
II.5.1.1. SISTEMA DE TRANSPORTE DEL TIPO ABC O SISTEMA DE TRANS
CADO 
Los transportadores del tipo ABC o Sec-independientes son activos en bacterias Gram-positivas y 
Gram (por ej.: -negativas en las que no sólo dirigen la secreción e internalización de muchas sustancias 
antibióticos, proteínas y bacteriocinas), sino que también intervienen en numerosos procesos celulares 
y en su regul en una ación (Fath y Kolter, 1993; Dassa y Bouige, 2001). Estos transportadores constituy
de las milias de proteínas citoplásmicas y, de hecho, se ha demostrado que casi el más abundantes fa
5% del genoma de E. coli está constituido por genes que codifican componentes de este sistema 
transportador (Higgins, 2001). Los transportadores del tipo ABC son específicos para una proteína o 
grupo de proteínas de la misma familia (Wandersman, 1992) y están compuestos por un miembro de la 
familia de los transportadores del tipo ABC, una proteína accesoria de membrana y, en las bacterias 
Gram-n ican el egativas, una proteína de la membrana externa (Fig. 2.9). Los genes que codif
transportador del tipo ABC y la proteína accesoria suelen ser contiguos, mientras que el que codifica la 
proteína de la membrana externa puede localizarse a continuación de los dos anteriores o 
independientemente de los mismos (Håvarstein et al., 1995; Franke, 1998). 
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Figura 2.9. Representación esquemática de un sistema de secreción clásico en bacterias Gram-negativas 
(A) y Gram-positivas (B). La proteína transportadora (ABC) posee un dominio hidrófobo N-terminal (I) y otro hidrófilo 
C-terminal (II) que contiene los sitios de unión para el ATP. La proteína accesoria (PA) interacciona con el transportador del 
tipo ABC y, en las bacterias Gram-negativas, con una proteína de la membrana externa (PME), formando un canal de 
translocación. Adaptado de Michiels et al. (2001) y Martín (2006). 
Un transportador del tipo ABC clásico consta de cuatro dominios, dos dominios TMD situados en 
la región N-terminal, y dos dominios de unión al ATP localizados a nivel C-terminal (Higgins, 2001). 
Los dominios TMD son hidrófóbos y, generalmente, contienen seis segmentos transmembrana (TMS, 
del inglés Transmembrane Segment) mientras que los dominios de unión al ATP son hidrófilos y se 
encuentran situados en el lado citoplasmático de la membrana (Håvarstein et al., 1995; Wandersman, 
1998; Gutiérrez, 2005; Martín, 2006). Generalmente, estos cuatro dominios se disponen como péptidos 
independientes aunque en ocasiones pueden unirse y actuar como un complejo polipeptídico. Por otro 
lado, la proteína accesoria posee una región N-terminal localizada en el citoplasma (aprox., 20 aa), un 
dominio central integral transmembrana y una región C-terminal orientada hacia el lado extracelular de 
la membrana citoplasmática y que conecta con el extremo N-terminal mediante un TMS (Franke, 
1998). La función exacta de las proteínas accesorias aún no se ha determinado con exactitud, no 
obstante, en las bacterias Gram-positivas resultan imprescindibles para la secreción de algunas 
bacteriocinas (Skaugen et al., 2003) y, en las Gram-negativas, serían las encargadas de conectar la 
membrana interna con la externa, por lo que se han denominado proteínas de fusión de membrana 
(Franke, 1998; Herranz, 2001; Gajic, 2003). 
En las bacterias Gram-negativas, las proteínas o sustancias liberadas al espacio periplásmico por 
este sistema de secreción requieren de la presencia de un polipéptido de la membrana externa, lo que 
permitiría su paso del espacio periplásmico al exterior mediante la formación de un poro hidrófilo. 
Asimismo, estas proteínas secretadas carecen generalmente del SP en su región N-terminal (Fernández 
y de Lorenzo, 2001), salvo la colicina V (ColV), que posee una secuencia líder del tipo doble Gly-Gly 
(Håvarstein et al., 1994). 
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Los transportadores del tipo ABC pueden clasificarse, con base en sus características funcionales, 
dentro de los siguientes grupos (Dassa y Bouige, 2001): 
1. Internalizadores. En este grupo se incluyen transportadores específicos de procariotas cuya función 
es proveer de nutrientes esenciales a las bacterias, incluso si éstos se encuentran a muy pequeñas 
concentraciones en el medio extracelular. En este tipo de transportadores los cuatro dominios 
actúan por separado y requieren de la presencia de una proteína de unión al sustrato para que el 
transporte sea eficaz.  
2. Exportalizadores: En este grupo se incluyen transportadores responsables de la secreción de 
sustancias nocivas y toxinas extracelulares, así como de la distribución de distintos compuestos de 
la membrana, tanto en procariotas como en eucariotas. En las bacterias, estos transportadores se 
encargan de la secreción de sustancias como: (i) antibióticos y compuestos no proteicos; (ii) 
precursores peptídicos sintetizados con una extensión N-terminal del tipo secuencia líder, como 
ColV y la mayoría de la bacteriocinas sintetizadas por las bacterias lácticas; (iii) péptidos que 
carecen de extensión N-terminal, como la α-hemolisina de E. coli, EntEJ97, AurA70 y la 
bacteriocina LsbB y, probablemente, EntL50 (EntL50A y EntL50B) y EntQ y (iv) compuestos 
anfifílicos implicados en fenómenos de resistencia a muchos fármacos (Cintas et al., 1998a, 2001; 
Gutiérrez, 2005). Este tipo de transportadores, además de los cuatro dominios que suelen 
fusionarse formando un único complejo polipeptídico, necesitan de una proteína accesoria y de una 
proteína de la membrana externa para ser funcionales en las bacterias Gram-negativas. Conviene 
destacar que el procesamiento y transporte de los lantibióticos y de las bacteriocinas no 
modificadas postraduccionalmente, se realiza también mediante este tipo de transportadores. 
3. Reguladores. En este grupo se incluyen transportadores, que carecen de dominios TMD, 
encargados de la regulación de procesos celulares como la reparación del ADN, la traducción de 
proteínas o la expresión de diversos genes. 
Por otra parte, la mayoría de las bacteriocinas que se secretan mediante transportadores del tipo 
ABC se sintetizan con una secuencia líder del tipo Gly-Gly (sección II.3.4.7.1) (Fath y Kolter, 1993; 
Dassa y Bouige, 2001; Higgins, 2001), son específicos para cada bacteriocina y están constituidos por 
un transportador del tipo ABC y su proteína accesoria, cuyos genes son contiguos, se coexpresan y, 
además, se encuentran ligados generalmente al gen estructural y al de inmunidad formando un único 
operón (Nes et al., 1996, 2002). No obstante, CbnBM1 producida por C. piscicola LV17 constituye un 
caso especial ya que, a pesar de que sus genes estructural y de inmunidad se localizan en el 
cromosoma, su síntesis depende de la presencia del plásmido pCP40 (61 kb), que codifica un 
transportador del tipo ABC y que contiene el gen estructural y de inmunidad de CbnB2 (Quadri et al., 
1994, 1997b; Saucier et al., 1997). Así pues, C. piscicola LV17 constituye, además, un ejemplo de 
cepa productora de múltiples bacteriocinas que comparten el mismo mecanismo de transporte. A este 
respecto, conviene destacar que en las cepas productoras de múltiples bacteriocinas es común encontrar 
un único transportador del tipo ABC, implicado en el transporte de todas las bacteriocinas, si bien esto 
ocurre generalmente cuando sus precursores muestran una elevada homología en su secuencia líder 
(Eijsink et al., 2002; Skaugen et al., 2003). Por otra parte, algunas bacteriocinas carentes de extensión 
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N-terminal, como es el caso de las bacteriocinas LsbA y LsbB (Gajic et al., 2003), EntQ (Criado et al., 
2006a) y, probablemente, EntL50A y EntL50B (Criado, 2006), emplean para su secreción 
transportadores del tipo ABC con una función dual, es decir, responsables del transporte e inmunidad 
de estas bacteriocinas. 
Los transportadores del tipo ABC de las bacteriocinas son homodímeros generalmente de 
proteínas de, aproximadamente, 700 aminoácidos, que difieren de los transportadores ABC descritos 
anteriormente en que poseen tres dominios: dominio central integral de membrana, dominio de unión 
del ATP y un dominio proteolítico exclusivo de este tipo de transportadores (Fath y Kolter, 1993; 
Håvarstein et al., 1995; Schneider y Hunke, 1998; Young y Holland, 1999). A pesar de que, de forma 
general, los dominios de los transportadores bacterianos del tipo ABC constituyen un polipéptido 
codificado por un único gen, en ocasiones cada dominio está codificado por un gen y, por lo tanto, 
constituyen péptidos independientes (Håvarstein et al., 1995). Asimismo, cada uno de los dominios que 
constituyen un transportador del tipo ABC desempeña una función particular: (i) dominio C-terminal, 
de unión al ATP y con actividad ATPasa (aprox., 250 aa), localizado en la cara interna de la membrana 
citoplasmática; (ii) domino central integral de membrana (aprox., 300 aa), que posee carácter hidrófóbo 
y contiene 4 ó 6 TMS y (iii) dominio N-terminal o proteolítico (aprox., 150 aa), con residuos 
conservados Cys e His, que está localizado en la cara interna de la membrana citoplasmática y que 
posee actividad proteolítica. La función del dominio N-terminal es el reconocimiento de la 
preprobacteriocina para, posteriormente, hidrolizar la secuencia líder a nivel de los dos residuos Gly 
situados en su extremo N-terminal. Asimismo, para el procesamiento y transporte de algunas 
bacteriocinas es imprescindible la presencia de la proteína accesoria de membrana aunque su función 
exacta es desconocida (Schneider y Hunke, 1998; Young y Holland, 1999; Dassa, 2000; Cintas et al., 
2001; Gajic, 2003). 
Håvarstein et al. (1995) propusieron un modelo que explica el mecanismo de transporte de los 
precursores de bacteriocinas que contienen secuencias líder del tipo Gly-Gly, y que propone la unión 
de un precursor a cada uno de los dos dominios proteolíticos del homodímero del transportador del tipo 
ABC y la unión de dos moléculas de ATP en su dominio C-terminal, así como que la energía liberada 
por la hidrólisis del ATP induce un cambio conformacional en el transportador que tiene como 
resultado el procesamiento y la translocación del péptido a través de la membrana. 
II.5.1.2. SISTEMA Sec 
La principal ruta de translocación de proteínas a través de la membrana citoplasmática bacteriana 
es el sistema Sec. Los péptidos o proteínas que utilizan esta ruta se sintetizan como precursores o 
preproteínas con una extensión N-terminal del tipo SP (Pugsley, 1993; Casaus, 1998; Driessen et al., 
1998; Herranz, 2001; Driessen et al., 2002; Gutiérrez, 2005), y las proteínas se procesan, transportan y 
secretan a través de la membrana citoplasmática mediante un complejo proteico denominado 
translocasa. Las preproteínas pueden dirigirse directamente a la translocasa, conducidas por chaperonas 
moleculares como SecB, o a través de una ruta en la que interviene la partícula reconocedora de señal 
(SRP, del inglés Signal Recognition Particle) (Fekkes y Driessen, 1999; van Wely et al., 2001). 
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A continuación, se describen las características de este sistema, así como el mecanismo por el que 
las proteínas que contienen un SP atraviesan la membrana citoplasmática (translocación proteíca). La 
ma oría de sus características y propiedades hacen referencia a E. coli puesto que su translocasa y
bacteriana es la más estudiada, aunque también se han descrito sistemas homólogos en B. subtilis, 
células eucariotas y arqueobacterias (Pöhlschroder et al., 1997; van Wely et al., 2001; Kuipers et al., 
200
II.5 dasa señal 
6). 
.1.2.1. Péptido y pepti
Con el objeto de asegurar una correcta aproximación y translocación a través de la membrana 
celular, los péptidos o proteínas son sintetizados con un SP que es eliminado o procesado 
proteolíticamente por peptidasas señal durante o poco después de la translocación (van Wely et al., 
2001). Los SPs son extensiones N-terminales de 18 a 30 aminoácidos que, aunque no manifiestan 
homologías en su secuencia primaria, poseen tres dominios característicos con propiedades físico-
químicas comunes (Casaus, 1998; Franke, 1998; Fekkes y Driessen, 1999; Herranz, 2001; Mori e Ito, 
2001; Gutiérrez, 2005; Kuipers et al., 2006; Martín, 2006): 
1. Dominio N, que consta de 1−5 aminoácidos y posee una carga neta positiva que es superior en los 
SPs de las bacterias Gram-positivas. Este dominio interacciona con la proteína SecA y con los 
fosfolípidos de carga negativa de la membrana citoplasmática, de modo que es importante para la 
entrada de las preproteínas en la ruta de translocación. Las preproteínas cuyo dominio N no posee 
una carga positiva son reconocidas por la translocasa, pero su transporte es más lento. Además, 
cuanto mayor es la carga neta positiva, los requerimientos de SecA para la translocación son 
menores, mientras que la interacción con SecA aumenta. 
2. Dominio H, que está compuesto por 7−15 aminoácidos de naturaleza hidrofóbica y constituye la 
parte más importante del SP puesto que determina la eficacia de la translocación, de tal forma que 
cuanto mayor sea su longitud y su hidrofobicidad mayor será la eficiencia de translocación de la 
proteína. Esta estructura puede adoptar conformaciones en α-hélice que se extiende hasta el 
dominio N. Frecuentemente en la mitad de esta región se localiza un residuo de Gly o Pro que 
rompe la estructura de α-hélice de la zona, favoreciendo que el SP adopte una estructura similar a 
una “horquilla”, lo que permite insertarse en la bicapa lipídica. 
3. Dominio C, que está integrado por 3−7 aminoácidos polares y que constituye la única zona del SP 
que necesita cierta especificidad en su estructura primaria, puesto que contiene el sitio de corte de 
la peptidasa señal que procesará al SP cuando éste comienza a separarse de la membrana 
plasmática, permitiendo la liberación de la proteína madura. Las peptidasas señal pueden ser de dos 
tipos: (i) peptidasas del tipo I, que actúan sobre proteínas y (ii) peptidasas del tipo II, que son 
específicas de lipoproteínas. Las peptidasas del tipo I poseen especificidad por aminoácidos en las 
posiciones –3 y –1, en relación al inicio de la parte madura de la proteína. A este respecto, estas 
posiciones están ocupadas generalmente por aminoácidos de cadenas laterales cortas y neutras, 
como Ala, Gly, Ser o Tre. 
 
Antonio Basanta Díaz 144
II. Introducción 
II.5.1.2.2. Proteína de reconocimiento SecB 
Cuando una proteína provista del SP es sintetizada en el ribosoma puede alcanzar el complejo de 
translocación de dos formas distintas. En el primer caso, la preproteína se asocia directamente a la 
translocasa o es conducida hasta ella por la proteína SecB, mientras que, en otras ocasiones, la 
preproteína se asocia con SRP (Fig. 2.10). La proteína SecB es una chaperona citosólica que, hasta el 
momento, sólo se ha descrito en bacterias Gram-negativas. Esta proteína se une de forma no selectiva a 
la región madura de la preproteína y, de este modo, retarda su plegamiento y la mantiene en un estado 
competente para su translocación. Cuando SecB se une a la membrana citoplasmática posee una gran 
afinidad por SecA, lo que favorece el movimiento rápido y específico de los precursores proteicos 
hacia la membrana y su interacción con SecA (Herranz, 2001; Mori e Ito, 2001; Driessen et al., 2002; 
Lewin, 2004; Gutiérrez, 2005, Martín, 2006; Rusch y Kendall, 2007). 
Figura 2.10. Secreción de proteínas en bacterias Gram-negativas mediante el sistema Sec. Se han descrito tres 
rutas que dirigen la secreción de proteínas Sec-dependientes desde el citoplasma de E. coli hasta su espacio periplásmico: (A) 
cuando el SP de la preproteína es muy hidrófobo, SRP transporta el precursor hasta la proteína de membrana receptora (FtsY); 
posteriormente, la preproteína se transfiere al complejo de translocación para su secreción o, en otros casos, se incorpora a una 
ruta alternativa insertándose en la membrana; (B) alternativamente, la preproteína puede transportarse hasta la translocasa con 
la ayuda de SecB; para ello, la chaperona se une a la parte madura del precursor y, una vez que se localizan en la membrana, 
SecB expone conformacionalmente la preproteína a SecA; (C) en el caso de que la preproteína no sea reconocida por SRP ni 
por SecB, aquella puede alcanzar la membrana por si misma. Adaptado de Fekkes y Driessen (1999). 
II.5.1.2.3. SecA 
SecA es una proteína con actividad ATPasa que desempeña un papel central en el mecanismo de 
translocación proteica al interconectar la hidrólisis del ATP con la translocación del precursor proteico 
a través de la membrana plasmática (Fig. 2.10) (Mori e Ito, 2001; van Wely et al., 2001; Driessen y van 
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der 
 C y se encarga de controlar la hidrólisis del ATP en NBS1 (Sianidis et al., 2001). La unión del 
intercambio de ADP por ATP en uno de sus dos sitios de unión 
al ATP y origina la inserción de SecA y de parte del precursor en la membrana. La hidrólisis del ATP 
perm
Does, 2002; Rusch y Kendall, 2007). SecA se encuentra unida al complejo proteico de membrana y 
posee gran afinidad por SecB, el SP y la región madura de las preproteínas. Esta proteína con actividad 
ATPasa funciona como un homodímero en el que cada uno de sus monómeros está constituido por dos 
regiones de unión a nucleótidos (NBS, del inglés Nucleotide-Binding Sites): NBS1 y NBS2. NBS1 se 
localiza en el dominio N y posee una elevada afinidad por el ATP, mientras que NBS2 se sitúa en el 
dominio
precursor proteico a SecA estimula el 
ite la desinserción de SecA, así como la liberación de la preproteína y su entrada en la ruta de 
translocación (Franke, 1998; Herranz, 2001; Lewin, 2004). 
II.5.1.2.4. Translocasa: complejo de membrana 
Este dominio hexamérico está constituido por los polipéptidos SecY, SecE, SecG, SecD, SecF y 
YajC (Fig. 2.10). Las subunidades SecY y SecE son esenciales para el proceso de translocación y 
constituyen el núcleo de la translocasa; sin embargo, SecYE se une in vivo a otra proteína de membrana 
de pequeño tamaño, SecG, que aunque no es esencial, incrementa considerablemente la eficiencia del 
complejo de translocación SecYE (Driessen et al., 1998; Mori e Ito, 2001; Driessen y van der Does, 
2002; Rusch y Kendall, 2007). El complejo SecYEG podría actuar como un poro de conducción de las 
preproteínas a través de la membrana citoplásmica y el complejo heterotrimérico SecDFYajC puede 
asociarse con el complejo SecYEG aumentando la eficacia del proceso de translocación. Aunque la 
función de este complejo no se conoce con exactitud, se ha propuesto su participación en: (i) el control 
de c  (ii) el mantenimiento de la PMF durante iclos de inserción-desinserción de SecA en la membrana,
el proceso de translocación y (iii) la liberación de las proteínas translocadas (Herranz, 2001; Martín, 
2006; Rusch y Kendall, 2007). 
.1.2.5. Mecanismo de translocación proteica II.5
La translocación proteica no es un proceso espontáneo sino que requiere energía. A este respecto, 
las principales fuentes de energía son la hidrólisis del ATP, que es esencial para los ciclos de inserción-
desinserción de SecA en la membrana, y la PMF que se encarga de suministrar energía en las etapas 
inic 5; Martín, 2006). iales del proceso de translocación (Herranz, 2001; Gutiérrez, 200
La mayoría de las características y propiedades del sistema Sec hacen referencia a E. coli. No 
obstante, en la actualidad se tiene constancia de que existe una gran homología entre los componentes 
que intervienen en el proceso de translocación proteica en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, 
lo que sugiere funciones similares en ambos grupos de bacterias (van Welly et al., 2001). A pesar de 
ello, las bacterias Gram-positivas poseen algunas diferencias, entre las que destacan las 
siguientes(Tabla II.15): (i) el dominio N del SP es de mayor tamaño, (ii) la peptidasa señal del grupo I 
contiene 5−7 aminoácidos más, (iii) las peptidasas actúan entre las posiciones 7 y 9 con respecto al final 
de la región C-terminal del dominio H, mientras que en las bacterias Gram-negativas actúan entre las 
posiciones 3  afinidad baja de SecA por algún componente del y 7, (iv) la ausencia de SecB, (v) la
Antonio Basanta Díaz 146
II. Introducción 
complejo SecYEG, (vi) los niveles de SecA no se controlan mediante sistema de autorregulación, (vii) 
las proteínas del complejo de membrana son de menor tamaño y (viii) el gen yajC del complejo de 
membrana se encuentra en un operón distinto al de secD y secF. 
Por otra parte, algunas bacteriocinas producidas por las bacterias lácticas se sintetizan con una 
extensión N-terminal del tipo SP (sección II.3.4.7.1), como es el caso de la acidocina B (Leer et al., 
1995), bacteriocina 32 (Inoue et al., 2006), bacteriocina T8 (de Kawaadsteniet et al., 2006), divergicina 
A (DivA) (Worobo et al., 1995), EntP (Cintas et al., 1997; Casaus, 1998; Herranz y Driessen, 2005), 
EnlA (Nilsen et al., 2003) y Lci972 (Martínez et al., 2000a), por lo que su procesamiento, transporte y 
secreción al medio extracelular tiene lugar probablemente a través del sistema Sec (Pugsley, 1993; van 
Wely et al., 2001), como ya se ha demostrado en el caso de EntP (Gutiérrez et al., 2005a, b, c; Herranz 
y Driessen, 2005; Gutiérrez et al., 2006). En este sentido, Herranz y Driessen (2005) han observado 
que mutaciones del SP de EntP y el empleo de azida, un potente inhibidor de SecA, reduce 
drásticamente la secreción de EntP, lo que demuestra que esta bacteriocina se secreta mediante el 
sistema Sec. Por consiguiente, la organización de sus agrupaciones génicas es más simple, ya que 
carecen de un sistema de transporte dedicado, e incluye un único operón constituido por el gen 
estructural y de inmunidad (Leer et al., 1995; Worobo et al., 1995; Cintas et al., 1997; Nilsen et al., 
2003). 
Tabla II.15. Principales diferencias entre el sistema Sec de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas 
Componentes Bacterias Gram-negativas  Bacterias Gram-positivas  
Péptido señal De menor tamaño 
Dominio N de pequeña longitud 
Presenta 5−7 aminoácidos más 
Dominio N de mayor extensión y con mayor 
carga positiva 
Peptidasa señal Reconoce y actúa en la zona comprendida 
entre las posiciones 3 y 7 con respecto al 
final de la región C-terminal del dominio H 
Reconoce y actúa en la zona comprendida entre 
las posiciones 7 y 9 del domino C con respecto 
al final de la región C-terminal del dominio H 
SecB Chaperona presente en todas las bacterias 
Gram-negativas 
No se han encontrado proteínas homologas en 
bacterias Gram-positivas 
SecA Elevada afinidad por el complejo SecYEG 
de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas 
Niveles de SecA controlados por un 
mecanismo de autorregulación 
Afinidad baja por alguno de los componentes 
del complejo SecYEG 
No poseen sistema de autorregulación 
Complejo de membrana Proteínas del complejo de gran tamaño 
Genes que codifican SecD, SecF y YajC en 
Proteínas 
intercambiabl
el mismo operón 
de menor tamaño y no 
es con las de bacterias Gram-
negativas 
El gen yajC se sitúa en un operón distinto 
Adaptado de van Welly et al. (2001) y Martín (2006). 
II.5.2. PROCESAMIENTO, TRANSPORTE Y SECRECIÓN DE PÉPTIDOS Y PROTEÍNAS 
EN LEVADURAS 
En general, las proteínas de secreción sintetizadas por levaduras se procesan, transportan y 
secretan mediante el sistema Sec. Al igual que sucede con las bacterias, las proteínas que sintetizan las 
levaduras como precursores son reconocidas durante su traducción o postraduccionalmente (Ward, 
1999). A este respecto, SRPs se encargan del reconocimiento de la preproteína en el momento de su 
traducción, mientras que la chaperona SecB interviene después de la traducción del precursor. Estas 
SRPs también forman parte del sistema Sec de las levaduras, aunque en este caso la chaperona 
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eucariótica Sec63 manifiesta diferencias estructurales significativas respecto a la chaperona 
procariótica SecB. Por otra parte, el complejo de translocación de las levaduras (complejo 
heterotrímero Sec61αβγ) es diferente del que poseen las bacterias (complejo SecYEG). No obstante, se 
ha observado que la proteína Sec61α, que forma parte del complejo Sec61 de las levaduras, es similar a 
la proteína SecY del complejo de translocación procariótico (Cao y Saier, 2003). En levaduras, las 
proteínas sintetizadas con un SP son dirigidas hasta la membrana del retículo endoplasmático (RE) por 
las proteínas de reconocimiento de los tipos SRP o Sec63. Una vez que las proteínas alcanzan la 
membrana del RE, la atraviesan a lo largo del complejo de translocación Sec61 y, posteriormente, se 
procede a su transporte hasta el aparato de Golgi (AG). Una vez alcanzado el AG, las proteínas se 
incorporan a vesículas de secreción que se fusionan con la membrana citoplasmática, para que las 
proteínas alcancen el medio extracelular (Ward, 1999; Tsuchiya et al., 2003) (Fig. 2.11.A). 
Por otra parte, conviene destacar que no existe una secuencia consenso del SP reconocida como 
“secuencia general” o de “referencia” para la secreción de proteínas en levaduras. No obstante, un 
importante número de secuencias aminoacídicas, consideradas como SP y procedentes de proteínas 
sintetizadas por levaduras, ya han sido evaluadas por su posible utilidad como “señales” de 
procesamiento y secreción en diversos vectores de expresión (Cereghino y Cregg, 2000). En este 
contexto, el SP de la feromona factor α 1 de Sc. cerevisiae (MFα1s, del inglés Mating Pheromone α-
factor 1 Secretion Signal) se ha convertido en una de las extensiones N-terminales más utilizadas para 
la secreción heteróloga de proteínas en levaduras (Brake et al., 1984; Brake, 1989, 1990; Cregg et al., 
1993). MFα1 se sintetiza como una preproproteína de 165 aminoácidos que contiene un SP de 83 
aminoácidos y cuatro regiones que codifican MFα1 (codificada por los aminoácidos contiguos lisina-
arginina), y que preceden a los espaciadores, constituidos por la repetición de dos aminoácidos 
contiguos ácido glutámico-alanina (Glu-Ala). Probablemente, el SP y los espaciadores contienen la 
“señal”, formada por tres lugares de reconocimiento, necesaria para el procesamiento, transporte y 
secreción de proteínas en levaduras. Como se observa en la Fig. 2.11.B, los lugares de reconocimiento 
de su extremo N-terminal incluyen: (i) una peptidasa señal que actúa en RE; (ii) una zona reconocida 
por endopeptidasas (endopeptidasa Kex2) y (iii) una zona reconocida por exopeptidasas (exopeptidasa 
Ste 13) (Brake et al., 1984; Brake, 1989, 1990). Finalmente, la eficiencia de las proteínas Kex2 y Ste13 
puede ser afectada por la secuencia de aminoácidos (por ej.: residuos Pro) presentes en las 
proximidades de estos lugares de reconocimiento (Cereghino y Cregg, 2000). 
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Figura 2.11. (A) Mecanismo de procesamiento, transporte y secreción de proteínas en levaduras. Las 
proteínas sintetizadas como precursores preproproteína se dirigen hasta la membrana de RE con la ayuda de proteínas de 
reconocimiento (1). Una vez alcanzan la membrana de RE, la atraviesan mediante un complejo de translocación. 
Posteriormente, las proproteínas alcanzan AG, en el que son incorporadas a “vesículas de secreción” (2). Finalmente, las 
“vesículas de secreción” se fusionan con la membrana citoplasmática para que las proteínas se liberen al medio extracelular 
(3 ) ). No obstante, las proteínas citoplasmáticas pueden utilizar rutas alternativas (indicadas con flechas blancas). (B
Reconocimiento del SP amiento de MFα1 de S P del extremo N-y lugar de proces c. cerevisiae. Inicialmente, el S
terminal de la preproproteín roteínas de r  a de secreción es reconocida por p econocimiento e incorporada al interior de RE (1).
C ína llega e  uando la proprote a AG, se realiza la separación del extremo N-t rminal del resto de la proteína. En esta separación
intervienen endopeptidasas a  que reconocen a los residuos contiguos lisin -arginina (2). Finalmente, en el momento de su
secreción, la proteína se hid r  roliza por exopeptidasas que reconocen el luga  de procesado constituido por la repetición de dos
aminoácidos contiguos Glu- e Gutiérrez (2005).
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como microorganismos GRAS y/o QPS, (iv) la escasa adaptación de algunas cepas bacteriocinogénicas 
disponibles a algunos sustratos alimentarios de interés, (v) la pérdida espontánea de la capacidad para 
producir bacteriocinas, (vi) los posibles efectos adversos de estas cepas en las características 
organolépticas de los alimentos y/o (vii) el desarrollo de bacterias resistentes a las bacteriocinas. Por 
todo ello, la producción de bacteriocinas por hospedadores heterólogos (no bacteriocinogénicos de 
forma natural, pero bien adaptados a un alimento determinado y/o con propiedades tecnológicas 
relevantes) que pudieran emplearse como cultivos iniciadores y/o protectores de los alimentos 
constituye en la actualidad una alternativa atractiva y válida que permitiría evitar algunos de los 
factores limitantes mencionados anteriormente. De forma general, los sistemas de expresión heteróloga 
se emplean para: (i) conocer la función y/o el modo de acción de ciertas proteínas y péptidos, (ii) 
facilitar el control transcripcional y/o traduccional sobre la expresión del gen recombinante y/o (iii) 
conseguir un nivel de producción mayor que el de las cepas salvajes (Makrides, 1996). En este 
contexto, la producción heteróloga de bacteriocinas permitiría: (i) conocer la función de las proteínas 
codificadas por los genes de biosíntesis de las bacteriocinas, (ii) incrementar la producción de 
bacteriocinas, (iii) producir bacteriocinas en hospedadores más seguros, (iv) construir cepas 
productoras de varias bacteriocinas con un amplio espectro de acción antimicrobiana que puedan 
impedir el desarrollo de bacterias resistentes a las bacteriocinas, (v) mejorar la adaptación de los 
hospedadores seleccionados para su implantación y desarrollo en di ersos sustratos alimentarios y (vi) v
conferir una actividad antimicrobiana mayor o más específica a bacterias lácticas utilizadas como 
cultivos iniciadores, protectores y/o probióticos (Fernández et al., 2005a, b; Gutiérrez, 2005; Criado, 
2006; Martín, 2006). 
Por todo ello, la clonación, producción y expresión funcional de bacteriocinas en hospedadores 
heterólogos posee un gran interés científico y aplicado. Sin embargo, el diseño de un sistema de 
expresión eficiente para la producción de proteínas o péptidos depende de numerosos factores, entre los 
que se incluyen: (i) características del hospedador heterólogo; (ii) elementos genéticos utilizados (por 
ej.: vector de expresión, región promotora, lugar de unión al ribosoma y señales de transcripción y 
traducción); (iii) existencia de posibles modificaciones postraduccionales; (iv) localización y nivel de 
producción y expresión funcional del producto final y/o (v) ausencia de efectos tóxicos del producto 
final sobre el hospedador (Makrides, 1996). Generalmente, los sistemas de expresión heteróloga de 
proteínas han utilizado E. coli como hospedador, ya que es el microorganismo mejor caracterizado 
genéticamente y existen numerosas herramientas genéticas disponibles para su manipulación. No 
obstante, su empleo para la producción heteróloga de bacteriocinas de bacterias lácticas con fines 
alim ntarios presenta limitaciones (por ej.: diferencias en el código genético, toxicidad, proteolisis y e
dificultad de secreción) e inconvenientes (microorganismo no considerado GRAS y potencialmente 
patógeno), por lo que es conveniente emplear otros hospedadores de origen alimentario que posean un 
adecuado potencial tecnológico (Fernández et al., 2005a). Las bacterias lácticas constituyen un 
hospedador adecuado, ya que generalmente se consideran microorganismos GRAS. A este respecto, 
ciertas cepas de Lc. lactis constituyen los hospedadores más adecuados ya que: (i) se ha secuenciado 
com letamente su genoma, (ii) secretan un número muy reducido de proteínas, (iii) tienen escasa p
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actividad proteolítica y (iv) existen numerosas herramientas genéticas para su manipulación (Fernández 
et al., 2005a). Por otra parte, diversas especies de levaduras (por ej.: Sc. cerevisiae y Pc. pastoris) 
también resultan interesantes como hospedadores heterólogos de bacteriocinas con fines alimentarios, 
ya que se les pueden aplicar las técnicas de manipulación genética de procariotas y, además, gozan de 
la versatilidad de los sistemas eucariotas (Fernández et al., 2005a, b), si bien algunos de los escasos 
estudios descritos hasta la fecha han puesto de manifiesto ciertas limitaciones (Schoeman et al., 1999; 
van Reenen et al., 2003; Beaulieu et al., 2005; Gutiérrez et al., 2005a). 
En un primer momento, la producción de bacteriocinas en hospedadores heterólogos se basó en la 
clonación de los genes responsables de su síntesis, procesamiento, transporte y secreción en diferentes 
vectores de expresión, lo que permitió la producción de PedPA-1 en E. coli (Marugg et al., 1992), de 
LciA en P. acidilactici PAC1.0 y de PedPA-1 en Lc. lactis (Chikindas et al., 1995), y de EntA en E. 
faecalis OG1X y Lc. lactis IL1403 (O´Keeffe et al., 1999). No obstante, el hecho de que la mayoría de 
las bacteriocinas se sinteticen como precursores con una extensión N-terminal de elevada homología en 
su secuencia aminoacídica y con un lugar de procesamiento del tipo Gly-Gly, permitió hipotetizar que 
las señales de procesamiento, transporte y secreción de las bacteriocinas podrían ser intercambiables y 
funcionales para muchas de ellas (Allison et al., 1995a, b). Esta hipótesis se demostró con la 
producción heteróloga de la lactacina F (LtaF) por Le. gelidum UAL187-22 empleando el sistema de 
transporte y secreción de LeuA (Allison et al., 1995b), con la producción de LciA con el sistema de 
procesamiento, transporte y secreción de LeuA (van Belkum y Stiles, 1995) y con la producción de 
MesY105 por Lactobacillus johnsonii (Fremaux et al., 1995). Por otra parte, Axelsson et al. (1998) han 
desarrollado un sistema de expresión que requiere la utilización de dos plásmidos complementarios, 
uno que contiene los genes necesarios para la inducción del promotor de SakA, así como los que 
intervienen en su procesamiento y secreción, y el otro que contiene los genes estructurales y de 
inmunidad de la bacteriocina de interés bajo el control del promotor de SakA. Asimismo, el 
conocimiento de que la síntesis de NisA en Lc. lactis se encuentra regulada por un inductor (NisA), que 
activa la transcripción de los genes involucrados en su síntesis, procesamiento y secreción, ha 
permitido el desarrollo de sistemas de expresión controlados por esta bacteriocina (sistema NICE, del 
inglés Nisin Controlled Expression). Estos sistemas han demostrado su utilidad en la expresión de 
diversas proteínas y péptidos en diferentes bacterias lácticas (de Ruyter et al., 1996; Kleerebezem et 
al., 1997; Lin et al., 1998), de forma que la construcción de nuevos vectores de expresión controlados 
por NisA y que contengan los genes de la biosíntesis de péptidos bajo el control del promotor inducible 
de NisA pueden permitir la producción de diversas bacteriocinas en otros hospedadores (Bryan et al., 
2000). 
Por otra parte, algunas bacteriocinas producidas por las bacterias lácticas se sintetizan con una 
extensión N-terminal del tipo SP (sección II.3.4.7.1), por lo que su procesamiento, transporte y 
secreción al medio extracelular ocurre probablemente a través del sistema Sec, en lugar de un sistema 
de transporte dedicado (DTS) (Pugsley, 1993; van Wely et al., 2001), como ya se ha demostrado para 
EntP (Gutiérrez et al., 2005a, b, c; Herranz y Driessen, 2005; Gutiérrez et al., 2006). Por ello, una 
alternativa de especial interés en la producción heteróloga de bacteriocinas sería el empleo de un 
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sistema general de procesamiento, transporte y secreción basado en la sustitución de la secuencia líder 
de la bacteriocina de interés por un SP de bacteriocinas Sec-dependientes. A este respecto, se ha 
logrado la producción heteróloga de DivA, una bacteriocina Sec-dependiente producida por C. 
divergens (Worobo et al., 1995), por cepas de C. piscicola y Lc. lactis transformadas con plásmidos 
que contenían el gen estructural y de inmunidad de dicha bacteriocina. Posteriormente, la 
transformación de C. divergens, C. piscicola y Lc. lactis con un vector de expresión que contenía la 
fusión entre el SP de DivA con la proteína madura de CbnB2 o de ColV permitió la coproducción de 
ambas bacteriocinas en la misma cepa (McCormick et al., 1996, 1998). Por otra parte, Gutiérrez et al. 
(2005a, b, c, 2006) han evaluado la producción y expresión funcional de EntP, producida por E. 
faecium P13, en E. coli, Methylobacterium extorquens, Pc. pastoris y Lc. lactis subesp. lactis y Lc. 
lactis subesp. cremoris, con resultados prometedores acerca de su potencial como modelo experimental 
de clonación, producción y expresión funcional de muchas otras bacteriocinas y/o péptidos en 
hospedadores de interés en la industria alimentaria. Recientemente, se ha demostrado que la fusión de 
PedPA-1, producida por P. acidilactici PLBH9, y de EntA, producida por E. faecium PLBC21, con el 
SP de EntP permite la producción de estas bacteriocinas en cepas de Lc. lactis y la coproducción de 
NisA y estas bacteriocinas en Lc. lactis subesp. lactis DPC5598 (Martín et al., 2007a, b). Asimismo, 
Liu et al. (2008) también han producido y expresado heterólogamente EntA en cepas de Lc. lactis. Por 
otra parte, Fernández et al. (2007) han producido y expresado heterólogamente EntAS-48, producida 
por E. faecalis S-48, en cepas de E. faecium, sin embargo, no fue posible la producción y expresión de 
esta enterocina en cepas de los géneros Lactobacilllus y Lactococcus.  
La tendencia actual en la producción heteróloga de bacteriocinas con fines alimentarios es el 
empleo de vectores de “grado alimentario” en hospedadores seguros y de utilidad contrastada (Kuipers 
et al., 1997, 1998; de Vos, 1999a; Fernández et al., 2005b; Gutiérrez, 2005; Criado, 2006; Martín, 
2006). A este respecto, de Vos (1999a) propuso que los denominados “sistemas de grado alimentario” 
deberían estar constituidos por vectores que contengan ADN procedente de un hospedador heterólogo 
considerado GRAS. En general, los sistemas de grado alimentario se clasifican en tres grandes grupos: 
(i) sistemas de expresión controlados, (ii) sistemas que emplean marcadores de selección y (iii) 
sistemas de integración cromosómica (de Vos, 1999a). Los sistemas de expresión controlados se 
presentan como una importante “herramienta” ya que permiten que el gen clonado se exprese 
independientemente del desarrollo del hospedador (Kuipers et al., 1997). Actualmente, se dispone de 
un gran número de sistemas de expresión que inducen la transcripción controlada de genes en bacterias 
lácticas (de Vos, 1999a). No obstante, de los sistemas de expresión controlados descritos hasta la fecha, 
el más exitoso y utilizado es el conocido como sistema NICE (Lin et al., 1998). Entre las ventajas de 
este sistema para la producción de péptidos o proteínas en bacterias lácticas destacan: (i) su 
flexibilidad, puesto que la relación dosis-respuesta entre la concentración del inductor (NisA) y la 
producción de la proteína de interés es lineal; (ii) su inducción controlada, fácil y de bajo coste, ya que 
no requiere la utilización de NisA purificada y puede realizarse directamente con el sobrenadante de 
una cepa productora de NisA; (iii) la elevada transcripción génica mediada por el promotor inducible, 
lo que permite la producción del péptido fusionado o proteína de interés en cantidades elevadas; (iv) su 
Antonio Basanta Díaz 152
II. Introducción 
aplicación, ya que también puede utilizarse para detectar pequeñas concentraciones de NisA en 
sustratos alimentarios, y (v) su versatilidad, puesto que puede emplearse para la expresión controlada 
del gen de interés en un gran número de bacterias lácticas (Kleerebezem et al., 1997; Eichenbaum et 
al., 1998; Lin et al., 1998; de Vos, 1999b; Neu y Henrich, 2003). En lo que respecta a los sistemas 
basados en la utilización de marcadores de selección, éstos se clasifican en tres grupos en función del 
tipo de marcador utilizado: (i) marcadores basados en el empleo de azúcares (de Vos, 1999a); (ii) 
marcadores auxotróficos, es decir, basados en la supresión de la expresión de un determinado gen que 
codifica la síntesis de componentes necesarios para la supervivencia celular (Dickely et al., 1995; 
Sørensen et al., 2000; Bron et al., 2002; Glenting et al., 2002) y (iii) marcadores que confieren 
resistencia o inmunidad a sustancias consideradas como seguras (de Vos, 1999a) como, por ejemplo, 
LtaF (Allison y Klaenhammer, 1996) o NisA (Hughes y Mckay, 1991; Takala y Saris, 2002). Conviene 
destacar que la mayoría de los sistemas de expresión heteróloga utilizan vectores con marcadores de 
selección, a pesar de que presentan el inconveniente de requerir una presión selectiva constante. Sin 
embargo, estos inconvenientes podrían reducirse mediante la utilización de sistemas de integración 
cromosómica, desarrollados y utilizados por algunos investigadores para la expresión de genes y la 
producción de péptidos y proteínas recombinantes en Lc. lactis (Leenhouts et al., 1998) y Lb. casei 
(Gosalbes et al., 2000; Martín et al., 2000). Por otra parte, casi todas las bacterias lácticas utilizadas 
como hospedadores heterólogos para la producción de péptidos y proteínas recombinantes pertenecen 
al grupo de las denominadas “cepas de laboratorio”, que servirían de ayuda y referencia en los 
primeros ensayos pero que, una vez evaluados los resultados obtenidos, deberían sustituirse por cepas 
de utilidad industrial (Ryan et al., 1996; Buyong et al., 1998; Coffey et al., 1998; Hickey et al., 2001; 
Johansen, 2003). 
De lo descrito anteriormente, puede destacarse que la futura aplicación práctica de las 
bacteriocinas producidas por hospedadores heterólogos debería considerar la utilización de vectores de 
“grado alimentario” y hospedadores seguros y de utilidad contrastada en la industria alimentaria. No 
obstante, resulta de gran importancia el desarrollo, la evaluación y optimización de cualquier sistema 
de clonación, producción heteróloga y expresión funcional de bacteriocinas antes de su aplicación 
práctica, especialmente en lo que respecta a los niveles de producción y la actividad biológica de las 
bacteriocinas secretadas heterólogamente. 
II.6.1. PRODUCCIÓN HETERÓLOGA DE BACTERIOCINAS EN LEVADURAS 
Las levaduras combinan la facilidad de su manipulación genética y las características de 
crecimiento de los procariotas con los mecanismos de modificación postraduccional de los eucariotas. 
Por ello, diversas especies de levaduras se consideran potencialmente útiles como sistemas de 
producción heteróloga de proteínas y péptidos de interés biotecnológico (Cregg et al., 1993). 
La primera levadura descrita como sistema de producción heteróloga de proteínas y péptidos es Sc. 
cerevisiae (Cregg et al., 1993), ya que, al igual que E. coli, Sc. cerevisiae es uno de los 
microorganismos mejor caracterizados genética y fisiológicamente. Asimismo, la consideración de la 
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mayoría de las cepas como microorganismos seguros para las personas favorece su elección como 
hospedador para la producción heteróloga de proteínas y péptidos de interés. Además, en los últimos 
años se han desarrollado plásmidos y vectores de integración cromosómica y diversos promotores (por 
ej.: alcohol deshidrogenasa y Cup-1) y SPs (por ej.: MFα1s) que permiten la expresión y secreción de 
proteínas, intrínsecas y extrínsecas a la levadura, al medio extracelular (Brake et al., 1984; Brake, 
1989, 1990; Bardazzi y Casalone, 2004; Schuller y Casal, 2005; Cebollero et al., 2007). A este 
respecto, en un trabajo reciente Schuster et al. (2000) han expresado y/o secretado 20 proteínas en Sc. 
cerevisiae empleando dos plásmidos diferentes: (i) YEp-Flag-1, que permite la expresión y secreción 
de proteínas bajo el control del promotor de la alcohol deshidrogenasa y de MFα1s y (ii) Yep-B, que 
permite la expresión de proteínas bajo el control del promotor Cup-1. Asimismo, Parolin et al. (2005) 
han expresado cinco antígenos del virus de la hepatitis C en tres cepas de Sc. cerevisiae empleando dos 
vectores diferentes bajo el control del promotor TPI (del inglés Triose Phosphate Isomerase): (i) vector 
de integración pYX012 y (ii) vector de expresión pYX212. A pesar de estos resultados, la utilización 
de Sc. cerevisiae como hospedador heterólogo no siempre se considera ideal para la producción de 
proteínas recombinantes. En este contexto, el empleo de levaduras metilotróficas supone una 
alternativa frente a los inconvenientes de Sc. cerevisiae, derivados de: (i) su bajo nivel de producción, 
(ii) su inestabilidad, (iii) su alto grado de glucosilación y/o (iv) su difícil adaptación a ensayos de tipo 
industrial (Hollenberg y Gellissen, 1997). 
De entre las levaduras metilotróficas, Pc. pastoris es el microorganismo más utilizado como 
modelo para el desarrollo de sistemas de producción heteróloga de proteínas. Este sistema de 
producción heteróloga ha ganado popularidad en los últimos años debido a una serie de factores, entre 
los que destacan: (i) la simplicidad de las técnicas para su manipulación genética, (ii) la habilidad para 
producir, intracelularmente o extracelularmente, grandes cantidades de proteína recombinante, (iii) la 
capacidad para desarrollar modificaciones postraduccionales en las proteínas recombinantes y (iv) la 
disponibilidad de sistemas de expresión heteróloga comerciales (Cereghino y Cregg, 1999, 2000; 
Cregg et al., 2000; Ilgen et al., 2005; Han et al., 2006; Li et al., 2007). Asimismo, existen numerosos 
plásmidos que permiten la expresión intracelular o extracelular de proteínas en Pc. pastoris, entre los 
que destacan pPICZα (A, B, C,), pHIL-D2, pHIL-S1, pPIC3.5 y pPIC9. Estos plásmidos contienen el 
gen AOX1 que les permite integrarse, previa linearización, en el cromosoma de esta levadura. Además, 
la mayoría de estos plásmidos están bajo el control del promotor de la alcohol oxidasa, no obstante, 
algunos promotores permiten obtener, en determinadas circunstancias, mejores resultados, entre los que 
destacan: (i) promotor constitutivo GAP (del inglés Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase); (ii) 
promotor FLD1, inducible por metanol o metilamina; (iii) promotor PEX8, inducible por metanol y 
(iv) promotor constitutivo YPT1. Asimismo, estos plásmidos emplean diversos SPs (por ej.: MFα1s, 
PHO1, SUC2 y PHA-E) para la expresión y secreción de las proteínas al medio extracelular (Cereghino 
y Cregg, 1999, 2000; Cereghino et al., 2002; Carresi et al., 2006; Han et al., 2006; Muraki, 2006; Li et 
al., 2007). Por todo ello, de forma general, la utilización de Pc. pastoris como hospedador heterólogo 
permite obtener buenos resultados de producción de proteínas recombinantes y la adaptabilidad de los 
ensayos de laboratorio a situaciones de tipo industrial (Cregg et al., 1993; Cereghino y Cregg, 2000). 
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En lo que respecta a la producción heteróloga de bacteriocinas en levaduras (Tabla II.16), 
Schoeman et al. (1999) han descrito la producción heteróloga de PedPA-1 de P. acidilactici PAC1.0 
por Sc. cerevisiae. Para ello, estos investigadores utilizaron un vector de expresión (YEp352) en el que 
PedPA-1 está fusionada a MFα1s de Sc. cerevisiae y su expresión bajo el control del promotor de la 
alcohol deshidrogenasa. La transformación de Sc. cerevisiae con el plásmido recombinante permitió la 
producción de PedPA-1 biológicamente activa. No obstante, la actividad antimicrobiana de PedPA-1 
en los sobrenadantes de los cultivos de las levaduras recombinantes fue muy reducida y sólo se detectó 
en los sobrenadantes concentrados, lo que se atribuyó a que la bacteriocina se mantenía asociada a la 
membrana o a la pared celular de las células productoras. Asimismo, la ausencia de técnicas analíticas 
fiables para la detección y cuantificación de PedPA-1 en los sobrenadantes de los cultivos productores 
no permitió determinar la relación entre PedPA-1 producida y su actividad biológica, probablemente 
disminuida por una posible glucosilación de su molécula, la actividad de enzimas proteolíticas, la 
agregación entre sí o a otras moléculas u otras razones bioquímicas o biofísicas. Recientemente, van 
Reenen et al. (2003) han expresado Plt423 de Lb. plantarum 423 en Sc. cerevisiae, observándose las 
mismas limitaciones que las encontradas por Schoeman et al. (1999). 
Tabla II.16. Bacteriocinas de bacterias lácticas producidas heterólogamente por levaduras 
Actividad 
antimicrobianaaBacteriocina Clase Microorganismo productor 
Hospedador 
heterólogo Medio 
sólido 
Medio 
líquido 
Referencia 
Pediocina PA-1 IIa P. acidilactici PAC1.0 Sc. cerevisiae + +b Schoeman et al. (1999) 
Plantaricina 423 IIa Lb. plantarum 423 Sc. cerevisiae + +b Van Reenen et al. (2003) 
Enterocina P IIa E. faecium P13 Pc. pastoris + + Gutiérrez et al. (2005a) 
Pediocina PA-1 IIa P. acidilactici PAC1.0 Pc. pastoris N.D. - Beaulieu et al. (2005) 
Hiracina JM79 IIa E. hirae DCH5 Pc. pastoris + + Sánchez et al. (2008) 
aLos símbolos + y – representan presencia y ausencia de actividad antimicrobiana, respectivamente. N.D., no determinado. 
bLa actividad antimicrobiana únicamente se detectó empleando un sobrenadante concentrado del cultivo correspondiente. 
Por otra parte, los trabajos realizados para la producción heteróloga de bacteriocinas en Pc. 
pastoris han mostrado resultados contradictorios (Tabla II.16) (Beaulieu et al., 2005; Gutiérrez et al., 
2005a; Sánchez et al., 2008). Así pues, Gutiérrez et al. (2005a) han descrito la producción heteróloga 
de EntP, producida por E. faecium P13, en Pc. pastoris mediante la clonación de la región génica que 
codifica EntP madura en el plásmido pPICZαA, en el mismo marco de lectura que MFα1s de Sc. 
cerevisiae, pero sin los espaciadores Glu-Ala adyacentes al lugar de procesamiento de la endopeptidasa 
Kex2, y bajo el control del promotor inducible del enzima de la alcohol oxidasa. La transformación de 
Pc. pastoris con el plásmido recombinante se tradujo en la obtención de una levadura recombinante 
que mostró una actividad biológica mayor a la obtenida por E. faecium P13. Para la detección y 
cuantificación de la producción de EntP se emplearon anticuerpos policlonales de especificidad 
predeterminada frente a EntP (Gutiérrez et al., 2004), observándose que la producción de la levadura 
recombinante era 2,6 y 3,7 veces mayor que la producida por E. faecium P13 (Gutiérrez et al., 2005a). 
Por otra parte, Sánchez et al. (2008) han expresado la hiracina JM79 de E. hirae DCH5 en Pc. pastoris 
empleando el mismo protocolo descrito por Gutiérrez et al. (2005a). Para la detección y cuantificación 
de la producción de la hiracina JM79 se emplearon anticuerpos de especificidad predeterminada frente 
a esta bacteriocina, observándose que la producción de la levadura recombinante era 2 y 5 veces mayor 
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que la producida por E. hirae DCH5. A pesar de ello, la actividad antimicrobiana de estas levaduras 
recombinantes sólo representó un 33 y un 76% de la máxima actividad antimicrobiana de la cepa 
salvaje. Finalmente, Beaulieu et al. (2005) han expresado PedPA-1 de P. acidilactici PAC1.0 en Pc. 
pastoris. El empleo de anticuerpos de especificidad predeterminada frente a PedPA-1 permitió 
determinar que la producción de esta bacteriocina por la levadura recombinante era 12 veces mayor 
que la producida por la cepa salvaje, no obstante, no se detectó su actividad antimicrobiana en los 
sobrenadantes de los cultivos productores, especulándose con la posibilidad de que PedPA-1 
permaneciera asociada a material colágeno producido por la levadura, lo que interferiría con su 
actividad biológica (Beaulieu et al., 2005). 
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III. Antimicrobial activity of E. faecium L50 bacteriocins against beer-spoilage LAB 
III.1. ABSTRACT 
Enterococcus faecium L50 produces enterocin L50 (EntL50 [EntL50A and EntL50B]), enterocin P 
(EntP) and enterocin Q (EntQ) and displays a broa  antimicrobial spectrum against the most relevant 
beer-spoilage lactic acid bacteria (LAB) (i.e., Lactobacillus brevis and Pediococcus damnosus), which 
is mainly due to the production of EntL50 (EntL50A and EntL50B). Moreover, bacteriocin assays 
using in vitro synthesized EntL50 (EntL50A and EntL50B) showed that both individual peptides 
possess antimicrobial activity on their own, being EntL50A the most active, but when the two peptides 
were combined a synergistic effect was observed. It is noteworthy that E. faecium L50 may be 
considered as a virulent strain since the only virulence genes detected were efaAfm (cell wall adhesin) 
and ccf (sex ph tics, such as 
ampicillin, pen ived but did 
not grow nor showed antimicrobial activity in ho  and unhopped wort, and alcoholic (1 and 5% 
ethanol, vol/vol) and non-alcoholic (0% ethanol, al lager beers. However, when 
unhopped wort was supplemented with 50% (vol/v RS broth, E. faecium L50 grew and produced 
an n 
were rate-
depen  and 
5% al 
resistanc  
lag ng 
industry for mashing in unhopped wort), 
boiling (100ºC for 9  hopped wort), and 
pasteurization (65ºC for 40 min and 75ºC for 10 min, in lager beer), and retained most of their 
antimicrobial activity in lager beer (5% ethanol, vol/vol) after long-term storage at 8 and 25ºC. Taken 
together, these results showed the suitability of cteriocins from E. faecium L50, mainly EntL50 
III.2
y 
wort (either alone or mixed with maize, the yeasts Saccharomyces cerevisiae or 
Saccharomyces carlsbergensis, with the a ulus lupulus L.) and/or hop extracts. The 
general brewing process consists of five stages: (i) malting (germination of barley); (ii) mashing 
nents); (iii) wort boiling (addition of the hop and hop extracts); (iv) fermentation 
(commonly divided into primary or main fermentation and lagering or secondary fermentation); and (v) 
down-stream processing (filtration, stabilization, pasteurization, bottling, etc.) (Linko et al., 1998). 
d
eromone), and this strain was susceptible to most clinically relevant antibio
icillin, vancomycin and gentamycin. On the other hand, E. faecium L50 surv
pped
 vol/vol) commerci
ol) M
timicrobial activity similarly as in MRS broth. Furthermore, the enterocins produced by this strai
bactericidal (5 log decrease) against Lb. brevis and P. damnosus in a dose- and subst
dent manner when challenged in MRS broth, wort (hopped and unhopped), and alcoholic (1
 ethanol, vol/vol) and non-alcoholic (0% ethanol, vol/vol) lager beers at 32ºC, and no bacteri
es were detected even after incubation for 6−15 days. In addition, the enterocins in wort and
er beer (5% ethanol, vol/vol) withstood the heat treatments commonly employed in the brewi
 (consecutive heating at 45, 62, 72 and 78ºC for 30 min, 
0 min, in hopped wort), fermentation (15ºC for 6−10 days, in
ba
(EntL50A and EntL50B), as beer-biopreservatives at various stages of the brewing process to control 
beer-spoilage by LAB. 
. INTRODUCTION 
Beer is a low-alcohol beverage (1−10% ethanol, vol/vol) made through the fermentation of barle
rice, wheat, etc.) by 
ddition of hop (Hum
(extraction and hydrolysis of the components of malt and, if any, other cereals, followed by separation 
of non-soluble compo
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Beer has been recognized for centuries as a saf verage, being difficult to spoil and having a 
remarkable microbiological stability, since it con edium for the growth of 
most microorganisms due to the presence of ethanol (1−10%, vol/vol), hop bitter compounds (ca., 
17−55 ppm of iso-α-acids), high content of carbon dioxide (ca., 0.5%, vol/vol), the low pH (3.8−4.7), 
the extremely reduced content of oxygen (<0.1 ppm), and the presence of extremely low concentrations 
of nutritive substances such as glucose, maltose and maltotriose (Jespersen and Jakobsen, 1996; 
Sakamoto and Konings, 2003; Vaughan et al., 2005). Moreover, the brewing industries use additional 
safety measures to prevent the growth of beer-spoilage microorganisms, which are based on extrinsic 
factors, such as refrigeration, pasteurization, filtration, sulfitation, etc. (Vaughan et al., 2005; Douglas 
et al., 2006). In spite of that, few microorganisms still manage to grow in beer, including some LAB 
such as Lb. brevis, Lb. lindneri and P. damnosus (Jespersen and Jakobsen, 1996; Sakamoto and 
Konings, 2003; March et al., 2005). LAB can be found at almost every stage of the malting and 
brewing process and are recognized as the most hazardous bacteria for breweries, being responsible for 
approximately a 70% of the microbial beer-spoilage incidents, which negatively affect the product 
quality and produce millionaire economic losses for the brewing industry (Back, 1994; Jespersen and 
Jakobsen, 1996; Sakamoto and Konings, 2003; March et al., 2005; Vaughan et al., 2005). 
Lactobacillus species can spoil beer during the fermentation process by producing an excess of 
turbidity and acidity as well as off-odours such as those conferred by diacetyl and hydrogen sulfide 
(Fernandez and Simpson, 1995; Hartnett et al., 2002; Sakamoto and Konings, 2003). The so-called 
“sarcina-sickness” is caused by Pediococcus species and is characterized by turbidity, granular 
sediments, an excess of acidity and increased levels of diacetyl. Besides, some Pediococcus species 
also produce “ropiness” (a complex polysaccharide slime) and haze in the final product (Hartnett et al., 
2002).  
Despite these detrimental metabolic activities for the brewing industries, some LAB may play a 
positive role in the brewing process by eliminating undesirable microorganisms, such as beer-spoilage 
LAB, and by contributing to wort bioacidification (Lewis, 1998; Vaughan et al., 2005). LAB may 
account for food biological preservation mainly by the production of ribosomally-synthesized 
antimicrobial peptides referred to as bacteriocins (Cintas et al., 2001; Cleveland et al., 2001; Diep and 
Nes, 2002; Cotter et al., 2005b). Bacteriocins produced by LAB constitute a large and heterogeneous 
group of peptides or proteins displaying antimicrobial activity against a broad range of Gram-positive 
bacteria, including spoilage and food-borne pathogenic microorganisms (Klaenhammer, 1993; Nes et 
al., 1996; Cintas et al., 2001; Franz et al., 2007; Nes et al., 2007). LAB bacteriocins may be 
categorized into three classes: (I) the lantibiotics, or posttranslationally modified peptides; (II) the non-
modified, small, heat-stable peptides; and (III) the large, heat-labile protein bacteriocins. Class II 
bacteriocins are further grouped into three subclasses: (i) the subclass IIa (pediocin-like bacteriocins 
containing the N-terminal conserved motif YGNGVxC), (ii) the subclass IIb (two-peptide 
bacteriocins), and (iii) the subclass IIc (other peptide bacteriocins) (Garneau et al., 2002; Skaugen et 
al., 2003; Drider et al., 2006). Most bacteriocins are synthesized as biologically inactive precursors 
containing an N-terminal extension (the so-called double-glycine-type leader sequence or the Sec-
e be
situtes an unfavourable m
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dependent signal peptide), which is cleaved off concomitantly with secretion of the active bacteriocin 
(Nes et al., 1996; Cintas et al., 2001; Skaugen et al., 2003). During the last years, bacteriocins and 
bact
, 2001; van Reenen et al., 2003; Vaughan et al., 2005). 
E. faecium L50, a strain isolated from a Spanish dry-fermented sausage (Cintas et al., 1995, 
1998b) produces three different bacteriocins (four peptides): (i) EntP is a Sec-dependent pediocin-like 
(ii) EntL50 (EntL50A and EntL50B) is a subclass IIb bacteriocin consisting 
of tw
eriocin-producing LAB-strains have been the focus of extensive research due to their potential use 
as natural biopreservatives for a variety of foods including fermented vegetables and meat, and dairy 
and fish products (Daeschel and Fleming, 1984; Delves-Broughton et al., 1996; Ross et al., 1999; 
Cleveland et al., 2001; Ross et al., 2002; Chen and Hoover, 2003; Ringø et al., 2005; Deegan et al., 
2006). However, studies on the potential application of LAB-bacteriocins to inhibit microbial spoilage 
of alcoholic beverages such as wine and beer are scarce, and the most are related to the biopreservative 
effect of nisin A (NisA) (Ogden and Tubb, 1985; Ogden, 1986; Ogden et al., 1988; Daeschel et al., 
1991; Delves-Broughton et al., 1996; Nauth, 2002; Vaughan et al., 2005). In this respect, NisA has 
been aproved as beer antimicrobial additive only in Australia and New Zealand at levels compliant 
with good manufacturing practice (Delves-Broughton et al., 1996). Moreover, the antimicrobial 
activity of the bacteriocinogenic barley isolate Lactococcus lactis M30 has been investigated in order 
to develop microbiologically stable beer (Hartnett et al., 2002; Vaughan et al., 2004, 2005). The 
application of bacteriocins in beer, in conjunction with other hurdles, such as pasteurization and 
filtration, may represent an attractive biopreservation strategy to obtain safer and more stable beers 
(Vaughan et al., 2004). In general, provided the brewing yeasts are not affected by the bacteriocins, 
these compounds may be potentially applied at different stages of the brewing process, such as the non-
fermented wort (before and/or after boiling), the fermenting wort, and the packaged beer. This strategy 
would allow to reduce pasteurization regimes which in turn would considerably diminish the energy 
costs and allow production of beers with an enhanced refreshing taste (Ogden et al., 1988; Delves-
Broughton et al., 1996; Vaughan et al., 2004, 2005). On the other hand, bacteriocins may be used for 
washing pitching yeast to eliminate contaminating bacteria as an alternative method to acid washing 
which is known to affect yeast viability, as well as for cleaning of the brewhouse equipment as a final 
cleaning rinse (Ogden et al., 1988; Delves-Broughton et al., 1996; Vaughan et al., 2005). Moreover, 
recent studies have shown the possibility for future development of wort bioacidifiying-LAB and/or 
yeast starter cultures genetically modified to produce bacteriocins (Schoeman et al., 1999; du Toit and 
Pretorius, 2000; Dequin
bacteriocin (subclass IIa); 
o leader-less antimicrobial peptides with a 72% sequence identity, EntL50A and EntL50B; and 
(iii) EntQ is a subclass IIc leader-less bacteriocin (Cintas et al., 1998a, 2000d; Criado et al., 2006a). 
This multiple bacteriocin production confers to E. faecium L50 a broad antimicrobial spectrum against: 
(i) food-borne pathogenic bacteria, such as Clostridium botulinum, Clostridium perfringens and 
Listeria monocytogenes; (ii) human and animal clinical pathogens, such as Streptococcus agalactiae, 
Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus parasanguis and Streptococcus pneumoniae; 
and (iii) several LAB, such as Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Pediococcus 
spp., etc. (Cintas et al., 1998b). The genetic determinants of E. faecium L50 required for the production 
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of, and immunity against, EntL50, EntQ and EntP are located on the 50-kb-plasmid pCIZ1, the 7.4-kb-
plasmid pCIZ2 and the chromosome from E. faecium L50, respectively (Criado et al., 2006a). 
Moreover, multiple bacteriocin production by E. faecium L50 is a temperature-regulated process: 
EntL50 is produced at 16−42ºC but production becomes negligible when growth temperature is above 
37ºC, whereas EntP and EntQ are synthesized at temperatures from 16 to 47ºC (Cintas et al., 2000d; 
Criado et al., 2006b). 
The present work describes the comparative antimicrobial spectrum of six bacteriocinogenic LAB 
of food origin, including E. faecium L50 (EntL50 [EntL50A and EntL50B], EntP and EntQ producer), 
E. faecium T136 (enterocin A [EntA] and enterocin B [EntB] producer), E. faecium P13 (EntP 
producer), Lc. lactis subsp. lactis (NisA producer), Pediococcus acidilactici 347 (pediocin PA-1 
[PedPA-1] producer), and Lactobacillus sakei 148 (lactocin S [Las] producer), against 34 beer-spoilage 
LAB. Moreover, the potential application of bacteriocins from E. faecium L50 as beer-biopreservatives 
at various stages of the brewing process to inhibit the growth of beer-spoilage LAB is investigated. 
III.3. MATERIALS AND METHODS 
III.3.1. Bacterial strains, brewing substrates and culture conditions 
The bacteriocinogenic LAB and the 34 beer-spoilage LAB used in this study are listed in Table 
III.1. The LAB were grown aerobically in MRS broth (pH 6.2; Oxoid Ltd., Basingstoke, United 
Kingdom) at 32ºC, except Lb. lindneri strains that were propagated in MRS broth (pH 5.2, adjusted 
with 1M HCl) at 28ºC, unless otherwise stated. Wort (hopped and unhopped) and alcoholic (1 and 5% 
ethanol, vol/vol) and non-alcoholic (0% ethanol, vol/vol) commercial lager beers were obtained from 
the brewing industry Font Salem S. A. (El Puig, Valencia, Spain). Pure EntQ was chemically-
synthesized at the Molecular Biology Unit (University of Newcastle Upon Tyne, United Kingdom). 
III.3.2. Bacteriocin activity assays 
The antimicrobial activity of the bacteriocinogenic cultures was screened by a stab-on-agar test 
(SOAT) as previously described (Cintas et al., 1995), using 34 beer-spoilage LAB as indicator 
microorganisms (Table III.1). Briefly, the bacteriocinogenic strains were stabbed onto MRS plates and 
incubated at 28 or 32ºC for 5 h, and then 40 ml of MRS soft (0.8% wt/vol) agar (Oxoid) containing 
about 1×105 CFU/ml the indicator strain (Table III.1) was poured over the plates. After incubation at 
28 or 32ºC for 24 h, the plates were checked for inhibition zones. The bacteriocinogenic strains were 
further grown in MRS broth at 32ºC as described above, and periodically cell-free culture supernatants 
were obtained by centrifugation at 12,000 × g at 4ºC for 10 min, pH-adjustment to 6.2 with 1 M NaOH 
and filter-sterilization through 0.22 µm-pore-size filters (Millipore Corp., Bedford, Massachussets, 
USA). Supernatants were stored at −20ºC until use. Bacteriocin activity of supernatants was 
determined by an agar well-diffusion test (ADT) (Cintas et al., 1995) and a microtiter plate assay 
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Table III.1. Bacteriocinogenic and indicator microorganisms used in this study 
Microorganisms Strain Origin Bacteriocin(s) producedb Source or referencea
Bacteriocinogenic strains     
Enterococcus faecium L50 Dry-fermented sausage EntL50 (EntL50A and EntL50B), EntP and EntQ  
Cintas et al. (1995, 
1998a, 2000) 
 L50/30-2 E. faecium L50 bacteriocin deficient mutant 
EntL50 (EntL50A and 
EntL50B) and EntP  Criado et al. (2006a) 
 L50/14-2 E. faecium L50 bacteriocin 
deficient mutant EntP  Criado et al. (2006a) 
 T136 Dry-fermented sausage EntA and EntB Casaus et al. (1997) 
 P13 Dry-fermented sausage EntP Cintas et al. (1997) 
Pediococcus acidilactici  347 Dry-fermented sausage PedPA-1 Moreira (1993) Cintas et al. (1998b) 
Lactococcus lactis  BB24 Dry-fermented sausage NisA Cintas et al. (1998b) 
Lactobacillus sakei  148 Dry-fermented sausage Las Sobrino (1993) Cintas et al. (1998b) 
Indicator strains     
Lactobacillus brevis  216 Beer ND CECT 
 BB120 Beer ND NFBC 
 2150 Beer ND NFBC 
 104 Beer ND NFBC 
 108 Beer ND NFBC 
 111 Beer ND NFBC 
 112 Cider ND  NFBC 
Lactobacillus buchnerii  4674 Beer ND CECT 
Lactobacillus collinoides  110 Cider ND NFBC 
Lactobacillus delbrueckii 
subsp. delbrueckii 286T Malt ND CECT 
Lb. delbrueckii  4684 Wort ND CECT 
Lactobacillus delbrueckii 
subsp. lactis 4687 Wort ND  CECT 
Lactobacillus lindneri  20690 Beer ND DSMZ 
 20691 Beer ND DSMZ 
 20692 Beer ND DSMZ 
Lactobacillus mali  4149 Wort ND CECT 
Lactobacillus sakei  906T Sake starter ND CECT 
Lactobacillus sp.  4483 Beer ND CECT 
 101 Beer ND NFBC 
Pediococcus damnosus  793T Lager yeast ND CECT 
 4679 Beer ND CECT 
 4680 Beer ND CECT 
 4692 Beer ND 
 4693 Ropiness ND 
CECT 
CECT 
 4694 Ropiness ND CECT 
 4775 Beer ND CECT 
 4790 Stout ND CECT 
 4797 Beer ND CECT 
 113 Stout ND NFBC 
 114 Stout ND NFBC 
Pediococcus inopinatus  4777 Beer ND CECT 
 4784T Yeast ND CECT 
Pediococcus pentosaceus  4695T Yeast ND CECT 
Pediococcus sp.  2151 Beer ND NFBC 
aAbbreviations: CECT, Colección Española de Cultivos Tipo (Valencia, Spain); DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
ZellKulturen, GmbH (Braunschweig, Germany); NFBC, National Food Biotechnology Centre (Cork, Ireland). bNot determined. 
activity was quantified by an MPA. Briefly, each well of the microtiter plate contained 50 µl of two-
fold serial dilutions (in MRS) of supernatants, and 150 µl of a diluted (in MRS) fresh overnight culture 
of the indicator microorganism (ca., 4×105 CFU/ml). Growth inhibition was measured 
spectrophotometrically at 620 nm with a microtiter plate reader (Labsystems iEMS Reader MF, (MPA) 
Antonio Basanta Díaz 163
III. Antimicrobial activity of E. faecium L50 bacteriocins against beer-spoilage LAB 
(Holo et al., 1991; Cintas et al., 2000d), using P. damnosus CECT4797 as indicator microorganism. In
the ADT, appropriate soft agar media were inoculated with approximately 1×10
 
 inhibition zones around the wells. Subsequently, the bacteriocin Labsystems, 
Hels
The antimicrobial activity of supernatants from E. faecium L50 and its derived bacteriocin 
deficient-mutants, E. faecium L50/30−2 (pCIZ1+, pCIZ2−; EntL50A, EntL50B, and EntP producer) 
2−; EntP producer) (Criado et al., 2006a), grown at 32 and 
, 1998a) by spotting 5 µl of 
ately, 1×105 
CFU
tor 
microorganisms. All the aforementioned challenge tests were performed in duplicate. 
III.3
5 CFU/ml of the 
indicator strain and poured onto a Petri dish. After cooling, wells (6-mm diameter) were made in the 
agar, and 50 µl of supernatants were added. The plates were kept at 4ºC for 2 h, and subsequently 
incubated at 32ºC for 16 h. After incubation, the antimicrobial activity was quantified by measuring the 
diameter (mm) of the
inki, Finland) after incubation at 32ºC for 16 h. One bacteriocin unit (BU) wasdefined as the 
highest dilution of the supernatant causing 50% growth inhibition (50% of the turbidity of the control 
culture without bacteriocin) (section II.3.4.9.1.). Subsequently, the supernatants from each 
bacteriocinogenic strain showing the highest antimicrobial activity were challenged by an ADT and an 
MPA against the indicator microorganisms listed in Table III.1. Additionally, 20-fold concentrated 
supernatants (CS) were obtained by lyophilization. The lyophilized samples were dissolved to 1/20 of 
its original volume in 20 mM phosphate buffer (pH 6.0), and stored at −20ºC until further use. 
and E. faecium L50/14−2 (pCIZ1−, pCIZ
42ºC for 14−18 h, was assayed by a spot-on-agar test (SPAT) (Cintas et al.
supernatants onto MRS agar (1.5% wt/vol) plates previously seeded with, approxim
/ml of a fresh overnight culture of the indicator microorganisms listed in Table III.4. Spotted 
plates were incubated at 32ºC for 16−18 h, and the antimicrobial activity was quantified by measuring 
the diameter (mm) of the inhibition zones around the spots. The antimicrobial activity of chemically-
synthesized EntQ, as well as in vitro-synthesized EntL50A and EntL50B, separately and together 
(EntL50AB), were evaluated by a SPAT against the indicator microorganisms listed in Tables III.4 and 
III.5, respectively. To measure synergistic activities, in vitro-synthesized EntL50A and EntL50B were 
challenged, separately and combined in a 1:1 ratio, in an MPA against the same indica
.3. Generation of bacteriocin resistant mutants of the beer-spoilage strain P. damnosus 
CECT4797 
In order to evaluate the ability of P. damnosus CECT4797 to develop resistances to NisA, PedPA-
1 and the enterocins from E. faecium L50, aliquots of CS from Lc. lactis BB24 (9,200 BU/ml), P. 
acidilactici 347 (540 BU/ml) and E. faecium L50 (275 BU/ml) were added to fresh cultures of P. 
damnosus CECT4797 (ca., initial population of 1×105 CFU/ml) in MRS broth. Cultures were incubated 
at 32ºC for 16−18 h. After incubation, the survivors were challenged against the same bacteriocin 
concentrations by the ADT and the MPA described above, and aliquots of the cultures were 
subsequently transferred to fresh MRS broth (ca., initial population of 1×105 CFU/ml) and exposed 
again to the same bacteriocin concentrations for a further growth cycle of 16−18 h. This process was 
repeated until resistant mutants or mutants displaying an increase in resistance were obtained. A similar 
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p  performed for a total of 
five ate ility of the bacteriocin resi
III.3.4. In vitro transcription/translation of enterocin B 
(entL50B) structural genes separately
EntL50A and EntL50B were s a y using the E. coli T7 
S30 Extract System fo cular D rpo Wisco e 
recombinant plasmids pRSETB-ent 5 d pRSETB-entL50 ., 
1998a) were used as DNA template for the hesis of EntL50A, EntL50 , 
r ouple tro tra n r ns were carried ou  
transcription/translation reaction using the wild-type plasmi ETB as DNA tem s 
a
III.3.5. PCR detection of potential virulence factors 
Detection of genes encoding potential v ce factors in E. faecium L50 was performed by PCR. 
The following primer pairs were used: TE3/TE4 for detection o g (encoding the aggregation 
s  gelE (gelatinase), CYLLL-R1/CYLL  for cylLL-cyl tolysin 
p /TE14 ylM (posttranslational modification of ysin), TE15/T r cylB 
( n), 8 for (activation of cy ysin), TE34/TE3 esp 
( e p , TE5/TE6 f aAfs (cell wall adhesins of Enterococ ), 
TE37/TE38 for efaAfm all adhesins cium), TE51/  cpd (sex ones), 
T b (sex mones), and TE53/TE54 for ccf (sex pheromones) (Gilmor , 1994; 
E on, 2 ucleotide primers were obtained from Sigma-G s Ltd. 
( ). E. faecalis sed as a positiv trol for amplification of agg, 
E. faecalis OG1s for ge . faecalis P36 , E. faecalis EBH1 for efaAfs, E. fae 10 for 
efaAfm, and . faecalis F cpd, cob and c R-amplifications were performed from total bacterial 
DNA obtained using the Wizard DNA Purification Kit (Promega Corporation, Madison, Wis.) in 50 µl 
reaction mi ol of each prim nd 1 U of Platin  DNA 
polymerase nvitrogen echnologies, Carlsbad, Calif.). Samples were subjected to an initial cycle 
of denaturation (97 ºC for 2 min), followed  cycles of denaturation (94 ºC for 45 sec), annealing 
( c) ngation (72  20 to 105 sec), en  with a final ext step at 
7 T e DNA the cler (Techne, Ca dge, United Kin
r  
gels with the Gel Doc 1000 documentation system (Bio-Rad Laboratories S. A., Madrid, Spain). 
rocedure as that described above but without the respective bacteriocin was
passages to estim the stab stance phenotypes. 
 L50A (entL50A) and enterocin L50
 and together 
ynthesized in vitro, sep
A (Promega 
rately and together, b
r Cir N Co ration, Madison, nsin, USA). Th
L50A, pRSETB-entL 0B an AB (Cintas et al
in vitro synt B and EntL50AB
espectively. The c d in vi nscription/translatio eactio t a . At 37ºC for 2 h
d pRS plate was set up a
 control. 
irulen
f ag
ubstance), TE9/TE1
recursor), TE13
0 for S-RS LS (cy
for c  cytol E16 fo
transport of cytolysi  TE17/TE1 cylA tol 6 for 
enterococcal surfac rotein) or ef cus faecalis
(cell w  of E. fae TE52 for pherom
E49/TE50 for co  phero e et al.
aton and Gass 001). Oligon enosy
Cambridge, United Kingdom  P4 was u e con
lE, E  for esp cium F
E 2 for cf. PC
xtures with 1−3 µl of purified DNA, 70 pm er a um Taq
(I Life T
 by 35
48 to 64 ºC for 30 se  and elo  ºC for ding ension 
2 ºC for 7 min in a echgen rmal cy mbri gdom). PCR 
esulting products were analyzed by electrophoresis on 2% (wt/vol) agarose (Pronadisa, Madrid, Spain)
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III.3.6. Gelatinase and hemolysin production, and antibiotic susceptibility testing 
For gelatinase production, single colonies of E. faecium L50 previously grown on MRS agar 
(1.5% wt/vol) (Oxoid) were streaked onto Todd-Hewitt agar (1.5% wt/vol) (Oxoid) containing 30 g of 
gelatin (Oxoid) per liter, grown overnight at 37ºC, and placed at 4ºC for 5 h before examination for 
zones of turbidity around the colonies indicating hydrolysis. 
In order to investigate hemolysin production, strains streaked onto layered fresh horse blood (5% 
vol/vol) (Oxoid) on Columbia agar base (1.5% wt/vol) (Oxoid) were grown at 37ºC for 24−48 h. 
Hemolysis was revealed by the formation of clear zones surrounding the colonies on blood agar plates. 
Antimicrobial susceptibility patterns were determined by overlaying antibiotic-containing disks 
(Oxoid) on Diagnostic Sensitivity Test (Oxoid) agar previously seeded with approximately 1×105 
CFU/ml of E. faecium L50. The antibiotic tested were ampicillin (10 µg), chloramphenicol (30 µg), 
ciprofloxacin (5 µg), clindamycin (2 µg), erythromycin (15 µg), fusidic acid (10 µg), gentamycin (10 
and 
ºC for 6 days. A 
culture of E. faecium L50 grown in MRS broth under the same conditions was set up as a control. 
d determination of the antimicrobial activity of the corresponding supernatants by the 
ADT
120 µg), kanamycin (30 µg), nalidixic acid (30 µg), nitrofurantoin (300 µg), norfloxacin (10 µg), 
penicillin G (10 IU), rifampicin (5 µg), streptomycin (10 µg), teicoplanin (30 µg), tetracycline (30 µg), 
and vancomycin (30 µg). Inhibition zone diameters were measured after overnight incubation of the 
plates at 37ºC. Resistance phenotypes were recorded as recommended by the National Committee for 
Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002). 
III.3.7. Growth, survival and production of Enterococcus faecium L50 bacteriocins in wort 
(hopped and unhopped) and alcoholic and non-alcoholic lager beers  
To investigate whether E. faecium L50 could grow or survive, and produce bacteriocins in boiled 
wort (hopped and unhopped), alcoholic (1 and 5% ethanol, vol/vol) and non-alcoholic (0% ethanol, 
vol/vol) lager beers, and unhopped wort supplemented with different concentrations of MRS broth 
(12.5, 25 and 50%, vol/vol), these substrates were filter-sterilized and subsequently inoculated with E. 
faecium L50 to viable counts of approximately 1×107 CFU/ml and incubated at 32
Periodically, samples were aseptically withdrawn from the cultures for bacterial viable counting on 
MRS agar an
 and the MPA described above using P. damnosus CECT4797 (EntL50 and EntP sensitive, and 
EntQ resistant; EntL50s-EntPs-EntQr), Lb. brevis NFBC108 (EntL50 sensitive, and EntP and EntQ 
resistant; EntL50s-EntPr-EntQr), and E. faecium P13 (EntL50 and EntQ sensitive, and EntP resistant; 
EntL50s-EntPr-EntQs). All these experiments were performed in duplicate. 
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III.3.8. Effect of Enterococcus faecium L50 bacteriocins on the viability of beer-spoilage LAB in 
MRS broth, wort (hopped and unhopped), and alcoholic and non-alcoholic lager beers 
To determine the effect of enterocins from E. faecium L50 on the viability of the beer-spoilage 
 containing different bacteriocin concentrations 
(136
rocedure was used to determine the antimicrobial effect of enterocins from E. faecium L50 
against the beer-spoilage Lb. brevis NFBC108 in hopped and unhopped wort, and alcoholic (1 and 5% 
ethanol, vol/vol) and non-alcoholic (0% ethanol, vol/vol) commercial lager beers, except that the 
 population of 4−5×105 CFU/ml, challenged 
agai
icator 
microorganism. 
LAB Lb. brevis NFBC108, Lb. lindneri DSMZ20690 and P. damnosus CECT4797 in MRS broth, 
aliquots of the CS from E. faecium L50 grown at 32ºC
−3,400 BU/ml) were added to fresh cultures of these strains (ca., initial population of 2×103 and 
5×105 CFU/ml) in MRS broth, which were further incubated at 28 or 32ºC for 15 days. A 20-fold-
concentrated MRS broth was set up as a control. The bactericidal effect of the CS was determined 
periodically by viable bacterial counting on MRS agar. Moreover, in order to evaluate their 
sensitivity/resistance phenotypes, survivors were grown in MRS broth as described above and 
challenged against the CS by an MPA as described above. The parental strains were set up as a control. 
A similar p
indicator microorganism was inoculated at an initial
nst different bacteriocin concentrations (1,636−6,545 BU/ml) and the cultures incubated at 32ºC 
for 6−15 days. All these challenge tests and appropriate controls were performed in duplicate. 
III.3.9. Enterocin L50 (L50A and L50B) stability during the brewing process and storage 
The effect of mashing, wort boiling, fermentation and pasteurization on the biological activity of 
EntL50 (EntL50A and EntL50B) was determined. For these studies, aliquots of CS from E. faecium 
L50 were diluted (1/20) in wort (hopped and unhopped) or lager beer (5% ethanol, vol/vol), and 
subjected to the heat treatments commonly used in the brewing industries for mashing (consecutive 
heating at 45, 62, 72 and 78ºC for 30 min, in unhopped wort), wort boiling (100ºC for 90 min, in 
hopped wort), fermentation (15ºC for 6−10 days, in hopped wort), and pasteurization (65ºC for 40 min 
and 75ºC for 10 min, in lager beer). After heat treatments, samples were rapidly cooled in ice, and then 
stored at −20ºC until further use. Untreated aliquots of samples were also stored at −20ºC until use as a 
control was required. The antimicrobial activity of samples and controls was determined in duplicate 
by the ADT described above using Lb. brevis NFBC108 as indicator microorganism.  
The effect of long-term storage on EntL50 (EntL50A and EntL50B) stability was also tested. For 
this purpose, aliquots of CS from E. faecium L50 diluted (1/20) in alcoholic (5% ethanol, vol/vol) lager 
beer were stored at 8 and 25ºC for 30 days. An aliquot of untreated sample was stored at −20ºC until 
use as a control was required. Periodically, the antimicrobial activity of the samples and controls was 
determined in duplicate by the ADT described above using Lb. brevis NFBC108 as ind
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III.4. RESULTS 
III.4
c LAB strains and the bacteriocin activity 
of th
and EntQ producer), Lc. lactis BB24 (NisA producer), Lb. sakei 148 (Las producer) and, to a lesser 
exte
 indicator microorganism when challenged against the 
amount of bacteriocins typically present in supernatants from Lc. lactis BB24 (165,700 BU/ml), P. 
.1. Comparative antimicrobial activity of six bacteriocinogenic LAB against beer-spoilage 
LAB and development of bacteriocin resistant mutants  
The direct antimicrobial activity of six bacteriocinogeni
e corresponding supernatants against 34 beer-spoilage LAB were determined under standarized 
conditions by a SOAT (results not shown), as well as by an ADT and an MPA (Table III.2), 
respectively. Cultures and supernatants from E. faecium L50 (EntL50 [EntL50A and EntL50B], EntP 
nt, P. acidilactici 347 (PedPA-1 producer) displayed a broad antimicrobial spectrum against most 
of the indicator microorganisms, including the relevant beer spoiling species Lb. brevis, Lb. lindneri 
and P. damnosus. However, E. faecium P13 (EntP producer) and E. faecium T136 (EntA and EntB 
producer) supernatants showed a similar narrow spectrum, only inhibiting six and seven beer-spoilage 
LAB, respectively. Remarkably, the NisA-producer strain strongly inhibited the growth of all tested 
beer-spoilage LAB, and the multiple enterocin producer E. faecium L50, the Las producer Lb. sakei 
148 and the PedPA-1 producer P. acidilactici 347 were shown to be active against 26, 24 and 21 out of 
the targeted 34 beer-spoilage LAB, respectively. Interestingly, spontaneously generated resistant 
colonies were not obtained for any of the tested
Table III.2. Antimicrobial activity of bacteriocinogenic LAB against beer-spoilage LAB 
  Bacteriocinogenic strains 
  E. faecium P. acidilactici Lc. lactis Lb. sakei 
  L50 T136 P13 347 BB24 148 
Indicator species Strain ADTa MPAb ADT MPA ADT MPA ADT MPA ADT MPA ADT MPA 
Lb. brevis  216 16.2 n2 2,600 NIZD NID NIZD NID NIZD NID 19.3 n2 5,400 15.6   D 1,300 
 BB12
0 13.3  D 300 NIZD NID NIZD NID NIZD NID 18.1  D 5,100 11.6   D 200 
 2150   9.7 n+ 30 NIZD NID NIZD NID 12.0 n2 NID 18.2 n2 3,700 7.7   D 30 
 104 NIZD NID NIZD NID NIZD NID NIZD NID 9.1 n+ 300 NIZD NID 
 108 17.0 n2 6,100 NIZD NID NIZD NID NIZD NID 24.0 n+ 19,500 17.9 n+ 3,500 
 111 11.2 n+ 80 NIZD NID NIZD NID 13.0 n2 NID 18.9 n2 2,800 7.7 n2 30 
 112 6.4 n+ 70 NIZD NID NIZD NID 13.0 n2 500 17.1 n2 2,200 7.2 n2 30 
Lb. buchnerii  4674 18.4 n2 2,800 NIZD NID NIZD NID NIZD NID 33.6 n2 274,000 17.1 n2 2,300 
Lb. collinoides  110 10.5 n2 70 NIZD NID NIZD NID 13.6 n2 NID 17.3 n2 7,800 8.3 n2 NID 
Lb. delbrueckii  286 21.0 n+ 6,400 NIZD NID 7.9 n+ NID NIZD NID 30.1 n+ 22,000 19.8 n+ 5,600 
 4684 15.3 n+ 2,100 NIZD NID NIZD NID NIZD NID 21.0 n+ 12,800 11.3 n+ 1,100 
Lb. lactis  4687 14.3 n2 100 NIZD NID NIZD NID NIZD NID 18.3 n2 11,600 14.5 n2 90 
Lb. lindneri  20690 NIZD NID NIZD NID NIZD NID NIZD NID 21.5 n+ 1,000 NIZD NID 
 20691 NIZD NID NIZD NID NIZD NID NIZD NID 19.2 n+ 200 NIZD NID 
 20692 NIZD NID NIZD NID NIZD NID NIZD NID 25.1 n+ 400 NIZD NID 
Lb. mali  4149 17.4 n2 18,800 11.1 n+ 2,000 NIZD NID 16.0 n2 44,800 21.6 n2 3,100 17.2 n2 7,500 
Lb. sakei  906 17.3 n2 1,300 22.0 n2 5,100 15.3 n2 700 22.8 n2 16,700 24.0 n2 179,800 16.0 n2 50 
Lactobacillus sp.  4483 20.4 n2 2,000 23.6 n2 5,400 18.1 n2 1,600 24.3 n2 17,000 23.2 n2 214,400 17.6 n2 600 
 101 13.1 n+ 300 NIZD NID NIZD NID 9.3 n+ 80 23.1 n+ 4,100 13.9 n+ 150 
P. damnosus  793 NIZD NID NIZD NID NIZD NID NIZD NID 19.6 n2 9,900 NIZD NID 
 4679 8.9 n2 60 NIZD NID NIZD NID 11.3 n2 200 14.3 n2 1,200 6.8 n+ 40 
 4680 NIZD NID NIZD NID NIZD NID NIZD NID 25.6 n2 2,600 NIZD NID 
 4692 NIZD 200 NIZD NID NIZD NID 11.3 n+ 3,600 
 4693 18.2 n2 20,500 9.3 n+ 800 7.0  n- 100 18.4 n2 2,200 
31.9 n2 5,000 NIZD 100 
29.4 n2 69,300 20.9 n2 18,300 
 4694 19.5 n2 22,600 14.1 n+ 12,900 8.2  n- 600 20.4 n2 101,300 22.4 n+ 141,200 17.9 n2 5,000 
 4775 10.1 n2 100 NIZD NID NIZD NID 11.7 n2 400 17.4 n2 4,400 8.8 n2 60 
 4790 9.2 n+ 80 NIZD NID NIZD NID 12.6 n2 400 16.9 n+ 6,700 8.5 n+ 30 
 4797 15.5 n2 5,900 19.1 n+ 2,600 10.8 n+ 1,900 20.5 n+ 10,600 22.6 n+ 165,700 14.0 n+ 900 
 113 8.2 n+ 50 NIZD NID NIZD NID 11.6 n2 NID 17.1 n2 2,500 7.6 n+ NID 
 114 7.1 n+ 30 NIZD NID NIZD NID 13.4 n2 NID 16.6 n2 2,100 NIZD NID 
P. inopinatus 4777 14.7 n2 1,600 12.9 n+ 2,500 NIZD NID 18.6 n2 3,300 16.8 n2 1,600 13.1 n2 800 
 4784 NIZD NID NIZD NID NIZD NID 14.9 n2 2,000 13.4 n2 600 NIZD NID 
P. pentosaceus  4695 8.4  n- 60 NIZD NID NIZD NID 10.4 n2 NID 13.5 n2 1,300 6.9 n+ 40 
Pediococcus sp.  2151 7.2  n- 50 NIZD NID NIZD NID 13.8 n2 NID 17.5 n2 4,100 NIZD 30 
aAntimicrobial activity (mm) as determined by an ADT. Inhibition zones are differentiated as follows: D= diffuse, n-= slightly nitide-, n= nitide, n+= very nitide
and n2= extremely nitide. NIZD, no inhibition zone detected using 50 µl of supernatant. 
bAntimicrobial activity (BU/ml) as determined by an MPA. NID, no inhibition detected using 100 µl of supernatant. 
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acidilactici 347 (10,600 BU/ml), E. faecium L50 (5,900 BU/ml), Lb. sakei 148 (900 BU/ml), E. 
faecium T136 (2,600 BU/ml) and E. faecium P13 (1,900 BU/ml). 
The strain P. damnosus CECT4797 was selected to further evaluate the generation of mutants 
resistant to PedPA-1, NisA and enterocins from E. faecium L50 by successive exposures to these 
bacteriocins at sublethal concentrations (ca., 5% of the original value in the supernatants). As shown in 
Fig. 3.1 and Table III.3, PedPA-1 fully resistant mutants were obtained after 4 succesive growth cycles 
of P. damnosus CECT4797 in MRS broth containing supernatant from P. acidilactici 347 (540 
BU/ml). However, 13 and 20 passages of P. damnosus CECT4797 in the presence of supernatants from 
Lc. lactis BB24 (9,200 BU/ml) and E. faecium L50 (275 BU/ml), respectively, were needed to generate 
mutants not displaying full bacteriocin resistance but showing a significant increase in resistance to 
NisA (2,750-fold increase) and enterocins from E. faecium L50 (300-fold increase), respectively.  
Interestingly, mutants resistant to PedPA-1, NisA and enterocins from E. faecium L50 showed an 
increased cross-resistance to NisA and enterocins from E. faecium L50 (50- and 120-fold increase, 
respectively), PedPA-1 and enterocins from E. faecium L50 (55- and 400-fold increase, respectively), 
and PedPA-1 and NisA (40- and 2,750-fold increase, respectively), respectively (Fig. 3.1; Table III.3). 
It is worth noting that all generated mutants were found to retain their bacteriocin resistance phenotype 
for at least five passages in MRS broth in the absence of the respective bacteriocin, and long-term 
stability of the resistance phenotypes was confirmed routinely. 
cteriocin cross-sensitivity of the wild-type strain P. damnosus CECT4797 
(EntL50s−EntPs−EntQr, NisAs, PedPA-1s) (1) and its derived PedPA-1-resistant (2), NisA-resistant (3), and 
E. faecium L50 bacteriocins-resistant (4) mutants to PedPA-1, NisA and E. faecium L50 bacteriocins as 
determined by an ADT. 
PedPA-1 NisA L50
1
2
3
4
Figure 3.1. Ba
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Table III.3. B
s
acteriocin cross-sensitivity of the wild-type strain P. damnosus CECT4797 
(EntL50 −EntPs−EntQr, NisAs, PedPA-1s) and its derived PedPA-1-resistant, NisA-resistant, and 
E. faecium L50 bacteriocins-resistant mutants 
 Bacteriocin sensitivity (BU/ml)a  
P. damnosus strains PedPA-1 NisA L50 Descriptionb
CECT4797 11,200 165,000 6,000 Wild type strain 
4797-R-PedPA-1          0     3,300      50 PedPA-1-resistant mutant 
4797-R-NisA
c
d      210          60      15 NisA-resistant mutant 
4797-R-L50e      270           60      20 L50-resistant mutant 
aSensitivity (BU/ml) to supernatants containing pediocin PA-1 (PedPA-1), nisin A (NisA) or E. faecium bacteriocins (L50) as 
determined by an MPA. 
bResistant mutants were isolated after 4 (c), 13 (d) or 20(e) sequential passages in MRS broth containing PedPA-1, NisA or L50, 
respectively. 
III.4.2. Identification of Enterococcus faecium L50 bacteriocins with antimicrobial activity 
against beer-spoilage LAB  
The broad spectrum multiple bacteriocin producer E. faecium L50 was selected for further 
evaluation of its enterocins as beer-biopreservatives at various stages of the brewing process. First, in 
order to identify the bacteriocin(s) responsible for the antimicrobial activity of this strain against the 
beer-spoilage LAB, the extracellular antimicrobial activity of E. faecium L50 (EntL50, EntP and EntQ 
producer at 32ºC; EntP and EntQ producer at 42ºC), its derived bacteriocin-deficient mutants E. 
faecium L50/30−2 (EntL50 and EntP producer at 32ºC; EntP producer at 42ºC) and E. faecium 
L50/14−2 (EntP producer at 32 and 42ºC) (Criado et al., 2006b) grown at 32 and 42ºC, and 
chemically-synthesized EntQ was determined by a SPAT against seven beer-spoilage LAB. The results 
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a i P n ic rum lud . 
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Second, in order to elucidate if EntL50A and EntL50B possess antimicrobial activity on their own, 
both peptides were synthesized in vitro, separately and together, and their antimicrobial activity tested 
by a
cting 
inde
 SPAT against seven beer-spoilage LAB (results using P. damnosus CECT4797 ares shown in Fig. 
3.2 as an example). Interestingly, in vitro synthesized EntL50A and EntL50B displayed antimicrobial 
activity by themselves, but in vitro synthesized EntL50AB exhibited a stronger antimicrobial activity 
against all tested indicator strains. These results suggested that the two peptides together possess a 
greater antimicrobial effect than that exerted by both peptides acting alone. 
To confirm and quantify this synergistic effect, an MPA was used to determine the bacteriocin 
activity of samples containing either in vitro synthesized EntL50A, EntL50B or a mixture of both 
peptides. The results presented in Table III.5 show that when the two peptides were mixed in a 1:1 
ratio, their antimicrobial effect was much greater than the additive effect of the two peptides a
pendently. Furthermore, the degree of synergism varies (1.1 to 5.1 times) depending on the 
microorganism used as indicator. 
 
Figure 3.2. Antimicrobial activity of in vitro-
synthesized EntL50A and EntL50B, and in 
vitro-cosynthesized EntL50A and EntL50B 
(EntL50AB) against P. damnosus 
CECT4797 as determined by a SPAT. 
Table III.5. Antimicrobial activity and synergistic antimicrobial activity of in 
vitro-synthesized EntL50A and EntL50B 
 Antimicrobial activity (BU/ml)a  
Indicator species Strain EntL50A EntL50B EntL50A+ EntL50B 
Synergism 
coefficient 
Lb. brevis  108 18,400 16,100 46,500 1.3 
Lb. buchnerii  4674 109,700 286,700 819,200 2.1 
Lb. mali  4149 803,400 53,900 4,396,600 5.1 
P. damnosus  4693 27,300 24,400 112,200 2.2 
 4694 213,500 573,400 1,638,400 2.1 
 4797 94,000 34,600 363,300 2.8 
P. inopinatus 4777 171,200 24,100 207,700 1.1 
aAntimicrobial activity (BU/ml) as determined by an MPA. For synergism assays, samples of 
separately in vitro-synthesized EntL50A and EntL50B were mixed in a ratio 1:1 (EntL50A+EntL50B). 
EntL50A EntL50B
EntL50AB
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III.4
evaluated by: (i) PCR-detection of genes encoding 
pote s inase p duct  antibiotic 
susceptibility testing . E. fa 50 a  a 735-bp ent co ll wall adhesin 
(efaA 3-bp frag of the eromone gene ccf. This strain was phenotypically 
hem  
susceptibility patterns of E. faecium L50 against antibiotic-containing disks (results not shown) 
indicated that this strain was resistant to clindamycin, nalidixic acid and streptomycin, showed 
moderate susceptibility to erythromycin and kanamycin, and resulted sensitive to ampicillin, 
lanin, tetracycline and vancomycin. 
 activity in the supernatant when grown in the 
s  
p  
concentrations of MRS broth (12.5, 25 and 50%, vol/vol). Strikingly, in ese fortified unhopped 
wo ec oun c o  an initial value of approximate 07 
C  2.7 CF /m h), a 05 CFU/ml (6 h). Subsequently, 
v sed st to 1×1 /ml at 72, 48 an , re ely ppro ly 
1 e obta er inc for  (Fig. E. faecium L50 was onl to 
produce bacte (s), at ntL50 opp t sup ted 0% bro ng 
t icrobial activity similar to tha d in M roth the production kinetics 
s
.3. Safety aspects of Enterococcus faecium L50 
The potential safety of E. faecium L50 was 
ntial virulence factor , (ii) analysis o olysin and f hem gelat ro ion, and (iii)
ecium L mplified  fragm ding for the ce
fm), and a 54 ment  sex ph
olysin (Hly) and gelatinase (GelE) negative. Phen s reco ntimicrobialotype rded from the a
chloramphenicol, ciprofloxacin, fucsidic acid, gentamycin (10 and 120 µg), nitrofurantoin, norfloxacin, 
penicillin G, rifampicin, teicop
III.4.4. Growth, survival and production of Enterococcus faecium L50 bacteriocins in wort 
(hopped and unhopped) and lager beers 
E. faecium L50 was inoculated (1×107 CFU/ml) in wort (hopped and unhopped), and alcoholic (1 and 
5% ethanol, vol/vol) and non-alcoholic (0%, vol/vol) lager beers, incubated at 32ºC for 6 days and 
sampled periodically for viable bacterial counting and bacteriocin activity quantification as described 
above. E. faecium L50 did not grow neither in hopped wort nor in alcoholic and non-alcoholic lager 
beers, and only survived in these substrates for 72 h (1×101 CFU/ml), 48 h (4×102 CFU/ml), 72 h 
(4×101 CFU/ml) and 72 h (4×101 CFU/ml), respectively (results not shown). Although E. faecium L50 
did not grow in unhopped wort, this strain survived for 6 days (2.5×105 CFU/ml) (Fig. 3.3). In control 
cultures grown in MRS broth, E. faecium L50 counts increased from 1×107 to 1.5×109 CFU/ml at 12 h, 
and 5×107 CFU/ml were obtained after incubation for 6 days (Fig. 3.3). By using an ADT and an MPA, 
with P. damnosus CECT4797 (EntL50s-EntPs-EntQr), Lb. brevis NFBC108 (EntL50s-EntPr-EntQr), and 
E. faecium P13 (EntL50s-EntPr-EntQs) as indicator microorganisms, it was shown that E. faecium L50 
did not produce any detectable EntL50, EntP or EntQ
ubstrates cited above. To further investigate whether E. faecium L50 could grow or survive, and
roduce bacteriocins in a modified unhopped wort, this substrate was supplemented with different
 all th
rts, E. fa
/ml to
ium L50 via
3 
ble c ts rapidly de
.2×105
reased fr m ly 1×1
FU ×10 U/ml (24 h), 1 CFU l   (12 nd 9.2×1
iable counts increa epwise 09 CFU d 36 h spectiv , and a ximate
×10  CFU/m8 l wer ined aft ubation 6 days  3.3). y able 
riocin  least E , in unh ed wor plemen  with 5  MRS th, bei
he maximum antim t foun RS b , but 
lightly slower. 
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Figure 3.3. Growth ( ), acidificatio  L50 in MRS broth (A), unhoppe ed w .5 
(C), 25 (D) and 50% (wt/vol) (E) of MRS broth at 32ºC. The antimicrobial activity was determined by an MPA using Lb. brevis NF EntQr
n ( ) and antimicrobial activity ( ) of E. faecium d wort (B), and unhopp
BC108 (EntL50
ort supplemented with 12
) as indicator microorganism. s−EntPr−
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beer-spoilage LAB in 
MR
2 and 4×102 
CFU/ml, respectively, after incubation for 2 h, representing a decrease of the initial population of 99.98 
 The addition of 491 BU/ml of CS also resulted in a rapid 
3 
concentrations: 136 (+), 164 ( ), 491 ( ), 680 ( ), 818 ( ) 1,360 ( ), 1,636 
(×), a d 3,400 BU/ml ( ). The effect of the addition of 20-fold-concentrated MRS medium is shown as a control ( ). 
III.4.5. Bactericidal effect of Enterococcus faecium L50 bacteriocins against 
S broth, wort (hopped and unhopped), and alcoholic and non-alcoholic lager beers 
For these studies, CS from E. faecium L50 with known bacteriocin concentrations against Lb. 
brevis NFBC108 (327,288 BU/ml), P. damnosus CECT4797 (272,024 BU/ml) and Lb. lindneri 
DSMZ20690 (strain not sensitive to the enterocins from E. faecium L50 by ADT, as shown in Table 
III.2) were challenged against these beer-spoilage microorganisms grown in MRS broth and several 
brewing substrates at 28 or 32ºC. 
First, the bactericidal effect of E. faecium L50 bacteriocins against Lb. brevis NFBC108, P. 
damnosus CECT4797 and Lb. lindneri DSMZ20690 in MRS broth was studied. The addition of 1,636 
and 818 BU/ml of CS from E. faecium L50 to a culture of Lb. brevis NFBC108 (initial population of 
5×105 CFU/ml) resulted in a rapid and drastic decrease in viable counts down to 1×10
decrease in viable counts, although the bactericidal effect was much slower. In this respect, 1×10 and 
2×101 CFU/ml viable counts were obtained at 2 and 12 h of incubation, respectively, representing a 
decrease of the initial population of 99.8 and 99.99%, respectively (Fig. 3.4.A). At this point, the  
 
Figure 3.4. Effect of E. faecium L50 bacteriocins on Lb. brevis NFBC108 (5×105 CFU/ml [A] and 2×103 
CFU/ml [B]), and P. damnosus CECT4797 (3×105 CFU/ml [C] and 3×103 CFU/ml [D]) grown in MRS broth 
at 32ºC. The CS was added at the following 
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and 99.92%, respectively (Fig. 3.4.A). Interestingly, no viable counts were obtained neither at 6 h of 
treatment nor after incubation for 15 days.
n
III. Antimicrobial activity of E. faecium L50 bacteriocins against beer-spoilage LAB 
viable counts began to increase and reached 2×109 CFU/ml after treatment for 72 h. The n of 
/ml) 
resulted in a more rapid and drastic decrease in viable counts (Fig. 3.4.B), since no viable c ere 
obtained neither at 2 h of treatment nor after incubation for 15 days. The addition of 164 B  CS 
also resulted in a rapid decrease in viable counts, although the bactericidal effect was much  
this respect, 5×102 and 2×101 CFU/ml viable counts were obtained at 2 and 6 h of ion, 
representing a decrease of the initial population of 75 and 99%, respectively, and no viable counts were 
obtained between 12 and 36 h of treatment. At this point, the viable counts began to in and 
reached 1×108 CFU/ml after treatment for 7 days. In the control assays, Lb. brevis NFBC108 grew to 
2×109 and 8×109 CFU/ml at 72 and 48 h of incubation, respectively, and 8×106 and 2×1 ml 
viable counts were obtained, respectively, after incubation for 15 days (Figs. 3.4.A and 3.4
other hand, the addition of 3,400 and 1,360 BU/ml of CS from E. faecium L50 to a culture of P. 
damnosus CECT4797 (initial population of 3×105 CFU/ml) resulted in a rapid and drastic decrease in 
viable counts down to 3×101 and 4×101 CFU/ml, respectively, after incubation for 2 h, representing a 
decrease of the initial population of 99.99% (Fig C). Interestingly, no viable counts we
neither at 6 h of treatment nor after incubation for 15 days. The addition of 680 BU/ml also 
resulted in a rapid decreased in viable counts, although the bactericidal effect was much slo  this 
respect, 5×103 and 9×102 CFU/ml viable counts were obtained at 2 and 36 h of incubation, respectively, 
representing a decrease of the initial population of 95 and 99.2%, respectively. At this point, the viable 
counts began to increase and reached 2×109 CFU/ml after 72 h. On the contrary, the addi 136 
BU/ml of CS resulted in a bacteriostatic effect for approximately 6 h, and, subsequently, vi unts 
began to increase and reached 2×109 CFU/ml after incubation for 48 h. The addition of 1,3 680 
BU/ml of CS to a culture of P. damnosus CECT4797 (initial population of 3×103 CFU/ml) resulted in a 
more rapid and drastic decrease in viable counts since no viable counts were obtained neith h of 
treatment nor after incubation for 15 days (Fig. 3.4.D). The addition of 136 BU/ml of CS also resulted 
in a rapid decreased in viable cell numbers, however, the bactericidal effect was less pronounced. In 
this respect, 2×102 and 1×101 CFU/ml viable counts were obtained at 2 and 6–12 h of ion, 
respectively, representing a decrease of the initial population of 93.3 and 99.6%, respectively. At this 
point, the viable counts began to increase and reached 1×109 CFU/ml after 72 h. In the control assays, 
P. damnosus CECT4797 grew to 4×109 and 5×109 CFU/ml at 48 and 36 h of incubation, r , 
and 2×104 and 3×104 CFU/ml viable counts were obtained, respectively, after incubation f ys. 
As expected from the results obtained by the ADT (Table III.2), Lb. lindneri DSMZ206  not 
sensitive to E. faecium L50 bacteriocins even when a high bacteriocin concentration was used (68,000 
BU/ml). 
Second, the bactericidal effect of E. faecium L50 bacteriocins against Lb. brevis NFBC108 in 
hopped and unhopped wort was determined (Fig. 3.5). The addition of 6,545; 3,272 and 1,636 BU/ml 
of CS from E. faecium L50 to cultures of Lb. brevis NFBC108 grown in hopped and unh ort 
(initial population of 4−5×105 CFU/ml) resulted in a drastic decrease in viable counts down to 
approximately 2×103 CFU/ml after incubation for 24 h, representing a decrease of the initial population 
 additio
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Figure 3.5. Effect of E. faecium L50 bacteriocins on Lb. brevis NFBC108 (4−5×105 CFU/ml) grown in 
hopped wort (A), and unhopped wort (B) at 32ºC. The CS was added at the following concentrations: 1,636 (×), 
3,272 ( ), and 6,545 BU/ml ( ). The effect of the addition of 20-fold-concentrated hopped and unhopped wort are shown as 
controls ( ). 
of approximately 99.5 %. Interestingly, no viable counts were obtained neither at 6 days of treatment 
nor after incubation for 15 days. In the control assays, Lb. brevis NFBC108 was shown to be unable to 
grow in hopped and unhopped wort, although 1×104 CFU/ml were obtained after incubation for 15 
days in these substrates. 
nd no 
Third, the bactericidal effect of E. faecium L50 bacteriocins against Lb. brevis NFBC108 in 
alcoholic (1 and 5% ethanol, vol/vol) and non-alcoholic (0% ethanol, vol/vol) lager beer (filter-
sterilized) was determined (Fig. 3.6). The addition of 3,272 and 1,636 BU/ml of CS from E. faecium 
L50 to a culture of Lb. brevis NFBC108 (initial population of 4×105 CFU/ml) grown in alcoholic (5% 
ethanol, vol/vol) lager beer resulted in a rapid decrease in viable counts down to approximately 1×103 
CFU/ml after incubation for 2 h, representing a decrease of the initial population of 99.75% 
(Fig.3.6.A). Viable counts decreased during further incubation, and no viable counts were obtained 
neither at 48−72 h of treatment, respectively, nor after incubation for 6 days. In contrast, the addition of 
3,272 BU/ml of CS to a culture of Lb. brevis NFBC108 (initial population of approximately 4×105 
CFU/ml) grown in low-alcoholic (1% ethanol, vol/vol) lager beer resulted in a more rapid and drastic 
decrease in viable counts down to 8×101 CFU/ml after incubation for 2 h, representing a decrease of 
the initial population of 99.98%, and no viable counts were obtained neither at 12 h of treatment nor 
after incubation for 6 days (Fig. 3.6.B). The addition of 1,636 BU/ml of concentrated supernatant also 
resulted in a rapid decrease in viable cell numbers, however, the bactericidal effect was slower. In this 
respect, 2×103 CFU/ml viable counts were obtained after incubation for 2 h, representing a decrease of 
the initial population of 99.5%, and no viable counts were obtained neither at 48 h of treatment nor 
after incubation for 6 days. Finally, the addition of 3,272 BU/ml of CS from E. faecium L50 to cultures 
of Lb. brevis NFBC108 (initial population of approximately 4×105 CFU/ml) in non-alcoholic (0% 
ethanol, vol/vol) lager beer resulted in a rapid and drastic decrease in viable counts down to 1×102 
CFU/ml after incubation for 2 h, representing a decrease of the initial population of 99.97%, a
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Figure 3.6. Effect of E. faecium L50 bacteriocins on Lb. brevis NFBC108 (4×105 CFU/ml) grown in 
alcoholic lager beers (5% ethanol, vol/vol [A]; 1% ethanol, vol/vol [B]) and non-alcoholic lager beer (C) at 
32ºC. The CS was added at the following concentrations: 1,636 (×), and 3,272 BU/ml ( ). The effect of the addition of 20-
fold-concentrated alcoholic (1 and 5% ethanol, vol/vol) and non-alcoholic (0% ethanol, vol/vol) lager beers are shown as 
controls ( ). 
viable counts were obtained neither at 24 h of treatment nor after incubation for 6 days (Fig. 3.6.C). 
The addition of 1,636 BU/ml of CS also resulted in a rapid decrease in viable counts, however, the 
bactericidal effect was slower. In this respect, 5×103 CFU/ml viable counts were obtained after 
incubation for 2 h, representing a decrease of the initial population of 98.75%, and no viable counts 
were obtained neither at 96 h of treatment nor after incubation for 6 days. In the control assays, it was 
shown that Lb. brevis NFBC108 did not to grow in alcoholic (1 and 5% ethanol, vol/vol) and non-
alcoholic (0% ethanol, vol/vol) lager beers, but survived in these substrates for 72−96 h. It is worthy to 
note that the regrowth of the cells of P. damnosus CECT4797 and Lb. brevis NFBC108 in the 
experiments cited above using small amounts of CS was due to an insufficient amount of bacteriocins 
in the challenge tests, and not to a bacteriocin resistance phenotype of the survivors, since when these 
cells where grown in MRS broth and tested by an MPA they showed the same bacteriocin sensitivity as 
the respective parental cells (results not shown). 
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III.4.6. Effect of temperature on enterocin L50 (L50A and L50B) activity during the brewing 
process and storage 
The stability of EntL50 (EntL50A and EntL50B) during varying exposures of CS from E. faecium 
L50 diluted in wort (hopped and unhopped) and alcoholic (5% ethanol, vol/vol) lager beer to different 
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temperatures, and after long-term storage at 8 and 25ºC was determined by an ADT using Lb. brevis 
NFBC108 (EntL50s-EntPr-EntQr) as indicator microorganism. The results shown in Fig. 3.7 and Table 
III.6 demonstrate that EntL50 (EntL50A and EntL50B) withstood the heat treatments commonly used 
in the brewing industries for mashing (consecutive heating at 45, 62, 72 and 78ºC for 30 min, in 
unhopped wort), wort boiling (100ºC for 90 min, in hopped wort), fermentation (15ºC for 6−10 days, in 
hopped wort), and pasteurization (65ºC for 40 min, and 75ºC for 10 min, in lager beer). In this respect, 
even after the more severe or longer treatment for mashing, wort boiling, fermentation and 
pasteurization, the samples showed a residual antimicrobial activity of 82, 62, 65 and 93−97%, 
respectively. Likewise, EntL50 (EntL50A and EntL50B) retained an 88 and a 52% of their original 
antimicrobial activity after long-term storage in alcoholic (5% ethanol, vol/vol) lager beer at 8 and 
25ºC for 30 days, respectively. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.7. Stability of EntL50 (EntL50A and EntL50B) during 
varying exposures of CS from E. faecium L50 diluted in wort 
(hopped and unhopped) and alcoholic (5% ethanol, vol/vol) 
lager beer to different temperatures and long-term storage at 8 
and 25ºC. UW, 78ºC–30 min (1); HW, 100ºC–90 min (2); HW, 15ºC–6 
days (3); HW, 15ºC–10 days (4); LB, 65ºC–20 min (5); LB, 65ºC–40 min 
(6); LB, 75ºC–1 min (7); LB, 75ºC–10 min (8); storage in LB at 8ºC (9) 
and 25ºC (10) for 30 days. The residual antimicrobial activity was 
determined by an ADT using Lb. brevis NFBC108 (EntL50s-EntPr-EntQr) 
as indicator microorganism. Untreated concentrated supernatant diluted in 
hopped wort (HW) (control) (C). Abbreviations: UW, unhopped wort; LB, 
lager beer (5% ethanol, vol/vol). 
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Table III.6. Stability of EntL50 (EntL50A and EntL50B) during 
varying exposures of 20-fold concentrated supernatant from E. 
faecium L50 diluted in wort (hopped and unhopped) and 
alcoholic (5% ethanol, vol/vol) lager beer to different 
temperatures, and after long-term storage at 8 and 25ºC 
 Antimicrobial activity (AA)a
 Diameterb Areac Residual AA (%) 
Brewing process    
Mashing (UW)    
Control 16.8 3,866 100 
45ºC – 30 min 16.6 3,761   97 
62ºC – 30 min 16.3 3,606   93 
72ºC – 30 min 16.2 3,555   92 
78ºC – 30 min 15.4 3,158   82 
Wort boiling (HW)    
Control 17.0 3,972 100 
100ºC – 10 min 16.2 3,555   90 
100ºC – 20 min 15.6 3,256   82 
100ºC – 40 min 15.2 3,062   77 
100ºC – 60 min 14.7 2,827   71 
100ºC – 90 min 13.9 2,468   62 
Fermentation (HW)    
Control 17.0 3,972 100 
15ºC –   6 d 15.5 3,207   81 
15ºC – 10 d 14.2 2,601   65 
Pasteurization (LB)    
Control 16.6 3,761 100 
65ºC – 20 min 16.4 3,657   97 
65ºC – 30 min 16.4 3,657   97 
65ºC – 40 min 16.4 3,657  97 
75ºC –   1 min 16.5 3,709   99 
75ºC –   5 min 16.4 3,657   97 
 
75ºC – 10 min 16.1 3,504   93 
Storage (LB)    
Control 16.6 3,761 100 
  8ºC – 30 d 15.7 3,305   88 
25ºC – 30 d 12.7 1,967   52 
aAntimicrobial activity against Lb. brevis NFBC108 (EntL50s-EntPr-EntQr) as 
determined by an ADT. Untreated concentrated supernatant diluted in unhopped 
wort (UW), hopped wort (HW), and lager beer (5% ethanol, vol/vol) (LB) were used 
as controls.  
bResults as the diameter of inhibition zones (mm). 
cResults as the area of the inhibition zones (mm2/ml). 
III.5. DISCUSSION 
Despite the evergrowing number of reports dealing with the effectiveness of bacteriocins in biological 
control of food-spoilage and pathogenic bacteria in a wide variety of foods, little effort has been 
directed to date to the potential application of these natural compounds as beer-biopreservatives. In this 
respect, some reports have shown the ability of NisA to inhibit beer-spoilage microorganisms with no 
detrimental effects on the brewery yeasts and the taste of the final products (Ogden and Tubb, 1985; 
02). 
 reported the isolation and characterization of bacteriocin producing LAB within 
the species Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus 
plantarum
Ogden, 1986; Ogden et al., 1988; Daeschel et al., 1991; Delves-Broughton et al., 1996; Nauth, 20
Moreover, it has been
, Lb. sakei, Leuconostoc mesenteroides, Enterococcus mundtii, E. faecalis, E. faecium, and 
Lc. lactis from malted barley (O’Mahony et al., 2000; Vaughan et al., 2001), raw barley and beer-
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spoilage LAB. The bacteriocins characterized in these studies include novel peptides, such as the 
pediocin-like sakacin 5X and the two-peptide 5T, as well as bacteriocins nearly or completely identical 
to various previously identified pediocin-like bacteriocins, such as sakacin P, leucocin A, leucocin C 
and mesentericin Y105 (Vaughan et al., 2001). In our work, six broad antimicrobial spectrum 
bacteriocinogenic LAB previously isolated from Spanish-dry fermented sausages were challenged 
under the same experimental conditions against 34 beer-spoilage LAB belonging to the genera 
Lactobacillus and Pediococcus, which are the major spoilage microorganisms throughout the brewing 
process and may cause important economic losses for the brewing industry (Ingledew, 1979; Hartnett 
et al., 2002; Sakamoto and Konings, 2003). These bacteriocinogenic LAB strains exerted an 
heterogeneous direct antagonistic activity against the targeted 34 beer-spoilage LAB similar to that 
found in the respective supernatants, suggesting that the microbial inhibition was due indeed to the 
n of bacteriocin(s). In this sense, Lc. lactis BB24 (NisA producer), E. faecium L50 (EntL50 
[EntL50A and EntL50B] ducer) and, to a lesser 
xtent, P. acidilactici 347 (PedPA-1 producer) displayed a broad antimicrobial spectrum. However, E. 
ecium P13 (EntP producer) and E. faecium T136 (EntA and EntB producer) showed a similar and 
ery limited antimicrobial spectrum, being remarkable that none of the tested strains of Lb. brevis (7 
strains), Lb. lindneri (3 strains) and only three out of 11 strains of P. damnosus resulted inhibited by 
ocins. The broad antimicrobial spectrum of NisA against beer-spoilage LAB is in 
greement with data previously reported (Ogden and Tubb, 1985; Ogden, 1986; Ogden et al., 1988; 
aeschel et al., 1991; Delves-Broughton et al., 1996). Although EntL50, Las and PedPA-1 are known 
 inhibit the growth of food-spoilage and pathogenic bacteria (Cintas et al., 1998b; Eijsink et al., 
1998), the present study represents the first evidence on their effectiveness as inhibitors of bacteria that 
ay compromise beer quality. On the other hand, the lack of effectiveness of EntA, EntB and EntP 
gainst lactobacilli and pediococci is not surprising since it has been previously shown that these broad 
spectrum bacteriocins are very active against Listeria spp. and other pathogenic bacteria but not against 
LAB (Casaus et al.,
food-biopreservative  (Rekhif et 
al., 1994). Most stu -1 resistance in the 
recalcitrant food-bo sistances develop at 
relatively high frequ tively (Rekhif et al., 
1994; Wan et al., 19 ttefroy and Millière, 
2000; Gravesen et  L. monocytogenes 
develops by an “a radually increasing 
phenotype (Gravese  in the present work 
with the LAB P. da e obtained after four 
succesive growth cy pernatant from P. acidilactici 347 (540 BU/ml), while 
13 successive exposures to a supernatant from Lc. lactis BB24 (9,200 BU/ml) were needed to generate 
mutants not displaying full bacteriocin resistance but showing a stepwise and significant increase in 
isA resistance (2,750-fold increase compared to the parental strain). However, the mutants generated 
productio
, EntP and EntQ producer), Lb. sakei 148 (Las pro
e
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v
these bacteri
a
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to
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a
 1997; Cintas et al., 1997). A major concern regarding the use of bacteriocins as 
s is the spontaneous emergence of resistant bacteria that later regrow
dies regarding this topic have been focused on NisA and PedPA
rne pathogen L. monocytogenes, revealing that bacteriocin re
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after 20 succesive g upernatant from E. 
faecium L50 (275 B omenum is likely 
due to the presence o A and EntL50B], 
EntP and EntQ) belongi imicrobial spectra, acting 
synergistically (at least EntL50A and EntL50B, see below), and m distinct mechanisms 
of action. In this sense, our results suggest that although EntQ lacks antimicrobial activity by itself, it 
may facilitate the action of EntL50 and as it has been previously described for other 
bacteriocin combina tta and Montville, 1997; Limonet et 002). Moreover, in vitro 
synthesis of EntL5 50B separately and together showed that both peptides possess 
antimicrobial activit against eer-spoilage bacteria, but its combined action enhances 
the activity much m additive effect of the peptides acting independently. In a previous 
report, we have alrea a synerg mode of action of EntL50A and EntL50B against other 
LAB strains (Cintas , and th nergism een also described for other two-peptide 
bacteriocins (Alliso ntas et al., 1995; Jiménez-Díaz et al., 1995; Anderssen et al., 
1998; Moll et al., 1999a) and bacteriocins belonging to different classes produced by a multiple 
producer strain (Ha 1993; Casa  al., 19 ulet-Powe al., 1998; Bouttefroy and 
Millière, 2000; Vign mo , 2004a). Moreover, it is well known that multiple 
bacteriocin producti se the a crobial activity and spec  of the producer strain, as 
well as contribute to reduce the frequency at which bacteriocin-resistant populations develop (Hanlin et 
al., 1993; Deegan e  It is interesting to n at resistant phenotypes generated in P. 
damnosus CECT4797 were stable after  gener  even in the absence of the respective 
bacteriocins, which agree with data reported for certain strains of L. mo togenes mutants resistant 
to NisA as well as PedPA-1 and other class II bacteriocins (Rekhif et 994; Duffes et al., 2000; 
Gravesen et al., 20 y of the PedPA-1 
resistance phenotyp  depending on the 
specific L. monocyto d Hastings, 1998; Gravesen et al., 2002a), 
and therefore our data should not be extrapolated to other P. damnosus strains. 
Recently, Gravesen et al. (2002b) suggested that class IIa bacteriocin resistance is conferred by the 
sm in L. monocytogenes, Listeria innocua and E. faecalis, and conceivably also 
rowth cycles of P. damnosus CECT4797 in the presence of a s
U/ml) only showed a 300-fold increase in resistance. This phen
f three distinct bacteriocins (four peptides) (i.e., EntL50 [EntL50
ng to different class ntes, showing different a
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02a). However, other authors have observed a high stabilit
e but a NisA resistance phenotype stability highly varying
genes strain or even isolate (Dykes an
same general mechani
in some other Gram-positive bacteria, irrespective of wild-type strain, class IIa bacteriocin or tested 
environmental conditions. The existance of one prevalent mechanism, characterized by the prevention 
of synthesis of the mannose-specific phosphoenolpyruvate-dependent phosphotransferase system 
(PTS), EIItMan, and upregulation of the putative β-glucoside-specific PTS enzyme II, EIIBgI, and 
phospho-β-glucosidase (Gravesen et al., 2002b), would explain the frequently reported observation that 
mutants resistant to a class IIa bacteriocin display cross-resistance toward noncognate class IIa 
bacteriocins (Rekhif et al., 1994; Wan et al., 1997; Dykes and Hastings, 1998; Rasch and Knøchel, 
1998; Ramnath et al., 2000; Gravesen et al., 2002b). With respect to class I bacteriocins (lantibiotics), 
to date only NisA resistance has been investigated in detail revealing the involvement of several 
mechanisms such as alterations in the cell wall, membrane fatty acid and/or phospholipid composition 
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(Guinane et al., 2006). As described above for class II bacteriocins, cross-resistance between class I 
bacteriocins has also been previously reported (Gravesen et al., 2001; Guinane et al., 2006). Moreover, 
it has been frequently described that mutants resistant to bacteriocins within the class IIa group are not 
protected against lantibiotics or bacteriocins belonging to other classes and vice versa (Hanlin et al., 
1993; Rekhif et al., 1994; Wan et al., 1997; Rasch and Knøchel, 1998; Guinane et al., 2006). However, 
Gravesen et al. (2002a) reported that one strain of L. monocytogenes developed simultaneous 
resistance to PedPA-1 and NisA at a frequency of 10–6. Similarly, we have observed in our study that 
mutants of P. damnosus CECT4797 resistant to PedPA-1 (class IIa), NisA (class I) and enterocins from 
E. faecium L50 (belonging to class IIa, IIb and IIc) showed a significant increased cross-resistance to 
NisA and enterocins from E. faecium L50, PedPA-1 and enterocins from E. faecium L50, and PedPA-1 
and NisA, respectively. Therefore, unravelling the mechanism(s) by which beer-spoilage LAB acquire 
bacteriocin resistance is a challenging task that should be addressed before application of bacteriocins 
as beer-biopreservatives.  
Enterococci are well known for their ability to encode potential virulence factors such as a 
cytolysin precursor (cylLL-cylLS), an aggregation protein (agg), an extracellular metalloendopeptidase 
(gelE), a cell wall-associated protein (esp), the cell wall adhesins expressed by E. faecalis (efaAfs) and 
E. faecium (efaAfm), and sex pheromones encoded by genes cpd, cob, ccf and cad (Eaton and Gasson, 
2001; Franz et al., 2001). Other variable traits associated with enterococcal virulence are production of 
hyaluronidase, production of superoxide, the accesory colonization factor (ace), the adhesin (asa373) 
with little homology to agg or asa1, and the regulatory locus (fsr) regulating expression of two E. 
faecalis extracellular virulence-related proteins (Eaton and Gasson, 2001; Franz et al., 2001). For these 
reasons, the safety aspects of E. faecium L50 were evaluated, revealing that this strain only harbours 
the cell wall adhesin efaAfm and the sex pheromone encoded by gene ccf, similarly as other E. faecium 
strains of food origin (Eaton and Gasson, 2001; Martín et al., 2006; Sánchez et al., 2007b). In this 
respect, it should be noted that the role of efaAfm in pathogenicity remains unknown, and that the 
production of sex pheromones in E. faecium is a common trait that mediates crosstalk between E. 
faecium and E. faecalis (Eaton and Gasson, 2001). Furthermore, the absence of cylMBA and gelE in E. 
faecium L50 agrees with our observation that this strains lacks production of gelatinase and β-
hemolysis activity. Antibiotic resistance is a widely-distributed trait in enterococci and constitutes a 
specific cause for concern since it may contr bute to enterococcal pathogenesis. However, the fact that 
E. faecium L50 does not manifest resistance to ampicillin, chloramphenicol, ciprofloxacin, fucsidic 
acid, gentamycin (10 and 120 µg), nitrofurantoin, norfloxacin, penicillin G, rifampicin, teicoplanin, 
tetracycline and vancomycin reveals that this strain is susceptible to most clinically relevant antibiotics.  
Once assessed the potential safety of the multiple bacteriocin producer E. faecium L50, and 
considering its broad antimicrobial spectrum, it was evaluated the effectiveness of this strain as beer-
biopreservative at various stages of the brewing process. Firstly, growth, survival and bacteriocin 
production was investigated in different brewery substrates, which revealed that E. faecium L50 is 
lethaly inactivated in hopped wort, and alcoholic (1 and 5% ethanol, vol/vol) and non-alcoholic (0% 
i
ethanol, vol/vol) lager beers, and that this strain is unable to produce EntL50, EntP or EntQ in these 
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substrates. These results are not surprising since the hop compounds are known to inhibit the growth of 
many Gram-positive bacteria, including LAB species (Sakamoto and Konings, 2003; Vaughan et al., 
2005). In contrast, beer-spoilage LAB are able to grow in these substrates, which in most cases is at 
least partially due to the presence of the horA gene that codes for a polypeptide (HorA) that is 53% 
identical to LmrA, an ATP-binding cassette (ABC) multidrug transporter of Lc. lactis (van Veen et al., 
1996; Sakamoto and Konings, 2003; Vaughan et al., 2004). Therefore, the possibility exists to develop 
genetically engineered bacteriocinogenic strains heterologously expressing HorA to function as pump 
excreting hop compounds, as it has been described in Lc. lactis (Sakamoto et al., 2001). On the other 
hand, E. faecium L50 did not grow but survived in unhopped wort, although no EntL50, EntP or EntQ 
activity was detected in this substrate. Strikingly, when unhopped wort was supplemented with 
different concentrations of MRS broth (12.5, 25 and 50%, vol/vol) an initial bacterial inactivation was 
observed, ant it was less pronounced with increasing percentages of MRS broth in the medium. Beyond 
this point, E. faecium L50 was shown to consistently grow over an extended period of time in all these 
media. However, the bacteriocin-negative phenotype was only reversed upon the incubation in wort 
supplemented with 50% MRS broth, in which the antimicrobial activity found was similar to that 
obtained in MRS broth. Previously, we reported that multiple-bacteriocin production by E. faecium 
L50 is a temperature-regulated process (Cintas et al., 2000d; Criado et al., 2006b), but considering the 
results described above the possibility that bacteriocin synthesis might be also regulated by other 
growth conditions and/or specific environmental signals can not be ruled out. In this respect, it is 
widely known that, besides on fermentation temperature, bacteriocin production relies on many factors 
such as growth media composition (i.e., carbohydrates, mainly glucose; nitrogen, phosphorous, etc.), 
initial and final pH, and microbial growth with or without pH control (Parente and Ricciardi, 1999; 
Messens et al., 2003). Previous reports on the capability of bacteriocinogenic LAB to grow and 
produce bacteriocins in brewery substrates are scarce and, to our best knowledge, limited to those 
reported by Hartnett et al. (2002) and Vaughan et al. (2004). In this respect, it was described that, 
contrarily to our results, out of six bacteriocinogenic LAB strains isolated from raw barley and 
sorghum, E. faecalis T33, E. faecium A33, E. mundtii 4, and Lc. lactis S33, grew and exerted 
inhibitory activity in unhopped wort, while Lc. lactis M30 and Lc. lactis M36 were able to grow but 
did not produce bacteriocins (Hartnett et al., 2002). Later on, it was reported that Lc. lactis M30 is not 
able to grow in hopped wort or beer and that the respective bacteriocin is produced in unhopped wort 
fortified with yeast extract and dipotassium phosphate but only when the pH is stringently controlled to 
6.5 (Vaughan et al., 2004). Besides, it has been patented a composition providing beer and other 
alcoholic beverages stability against spoilage microorganisms, which is prepared by adding to the wort 
a nutritional supplement effective for increasing the yield of NisA, adjusting the pH to about 6.5, 
pasteurizing and cooling, and fermenting the medium with a nisin-producing culture (Nauth, 2002). 
However, our results suggest that pH-control during fermentation is not required for bacteriocin 
production by E. faecium L50, being unlikely the pH is responsible for the differences observed in 
bacteriocin production in the differently fortified unhopped worts since no significative differences in 
pH decrease kinetics were observed. Nevertheless, media composition strongly and differently 
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influenced E. faecium L50 growth and bacteriocin production, being the amount of MRS broth required 
for bacteriocin production four times higher that that necessary to support bacterial growth. All 
together, optimization of bacteriocin production by E. faecium L50 in wort is of great applied interest 
in order to use this strain as a wort bioacidifying and bacteriocin producing innoculant in the brewery 
industry. 
On the other hand, the present study demonstrates the effectiveness of bacteriocins from E. 
faecium L50, mainly EntL50 (EntL50A and EntL50B), to eliminate the beer-spoilers Lb. brevis 
NFBC108 and P. damnosus CECT4797 present at high initial levels (ca., 103 and 105 CFU/ml) in MRS 
broth, hopped and unhopped wort, and alcoholic (1 and 5% ethanol, vol/vol) and non-alcoholic (0% 
ethanol, vol/vol) lager beers and kept at high temperatures (32ºC). Our results reveal a bactericidal 
effect dependent on the growth substrate, the bacteriocin dose, and the initial contamination level. In 
MRS broth, it was feasible to eliminate Lb. brevis NFBC108 and P. damnosus CECT4797 present at 
high levels (2×103 and 5×105 CFU/ml) by the addition of 491−680 and 818−1,360 BU/ml of 
bact
et al
eriocins from E. faecium L50, respectively. However, when Lb. brevis NFBC108 was grown in 
wort and alcoholic and non-alcoholic lager beers it was necessary to add 1,636 BU/ml of bacteriocin to 
obtain the same bactericidal effect. Moreover, the bactericidal effect of the bacteriocins in wort 
(hopped and unhopped) and lager beers was slower than in MRS broth. The lower effectiveness of E. 
faecium L50 bacteriocins in wort and lager beers compared to MRS broth could be attributed to their 
interaction with certain compounds (e.g., carbohydrates, proteins and lipids) present in the wort and, to 
a lesser extent, in the lager beers, and/or to their slower diffusion in these substrates. Notwithstanding 
that no studies have been performed yet on the interaction of bacteriocins with wort or beer ingredients, 
it is widely known that bacteriocin activity may be influenced by the chemical composition and the 
physical conditions of food. In this context, a reduced efficiency of NisA and other bacteriocins in 
certain types of foods due to their interaction with lipid and/or protein moieties has been reported 
(Cleveland et al., 2001; Aasen et al., 2003). On the other hand, the increased effectiveness of the 
bacteriocins in lager beers compared to wort may be partially due to their synergistic effect with other 
antimicrobials present in these substrates (e.g., alcohol, hop compounds, organic acids, and 
metabisulfite). In this sense, the synergistic effect of NisA and other bacteriocins with alcohol, 
metabisulfite, sodium lactate, potassium sorbate and citric acid has been reported (Brewer et al., 2002; 
Bari et al., 2005; Al-Holy et al., 2006; Ananou et al., 2007; Rojo-Bezares et al., 2007a). Irrespective of 
that, the results described above reveal that it is feasible to eliminate Lb. brevis NFBC108 from wort 
and lager beers using E. faecium L50 bacteriocins, mainly EntL50, even when this beer-spoilage 
bacteria is present at a high contamination level (4−5×105 CFU/ml). Contrarily to our results, Vaughan 
. (2004) reported that the bacteriocin produced by Lc. lactis M30 only resulted active to eliminate 
Lb. brevis BSH9 from beer when this beer-spoilage strain was present at a low initial contamination 
level (ca., 1×10 CFU/ml). Moreover, our results reveals the effectiveness of E. faecium L50 
bacteriocins to avoid the emergence and development of resistant populations, which is of great applied 
interest since, as mentioned above, this constitute a major concern regarding the use of bacteriocins as 
food-biopreservatives. 
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Finally, our results revealed that EntL50 in wort and/or lager beer withstood the heat treatments 
commonly applied in the brewing industries during mashing, wort boiling, fermentation and 
pasteurization. Likewise, EntL50 retained most of its antimicrobial activity in lager beer (5% ethanol, 
vol/vol) after long-term storage at 8 and 25ºC. All together, these results suggest that EntL50 could be 
applied at all stages of the brewing process and in the packaged beer. Recently, Vaughan et al. (2004) 
described that the bacteriocin produced by Lc. lactis M30 could not be detected after fermentation for 
12 h and boiling in wort, but partially retained its activity in beer following pasteurization, storage at 
30ºC, and refrigeration and freezing. 
In conclusion, E. faecium L50 possesses the following interesting characteristics as beer-
biopreservative: (i) EntL50 (EntL50A and EntL50B) inhibits the growth of many beer-spoilage LAB, 
(ii) E. faecium L50 may be considered as an avirulent strain showing susceptibility to most clinically 
relevant antibiotics, (iii) E. faecium L50 is not able to growth in wort and lager beer, and thus would 
not spoil these substrates, but grows and produces EntL50 (EntL50A and EntL50B) in modified wort, 
and therefore could be used for wort bioacidification and spoilage biocontrol, (iv) E. faecium L50 
bacteriocins, mainly EntL50 (EntL50A and EntL50B), exert a bactericidal effect against the beer-
spoilers P. damnosus CECT4797 and Lb. brevis NFBC108 in MRS broth, wort and lager beers, and do 
not allow the development of bacterial resistances even after incubation for 6−15 days, and (v) EntL50 
(EntL50A and EntL50B) is thermoresistant to the heat treatments commonly used in the brewing 
industries, and withstands long-term storage at refrigeration and room temperatures. Moreover, 
production of E. faecium L50 bacteriocins is differently regulated at temperatures ranging from 16 to 
47ºC (Cintas et al., 2000d; Criado at al., 2006b), and these bacteriocins are stable over a wide pH range 
(2−11) (Cintas et al., 1995). All these results encourage further evaluation of E. faecium L50 and its 
bacteriocins, mainly EntL50 (EntL50A and EntL50B), as beer-biopreservatives at various stages of the 
brewing process. In this respect, promising experiments are in progress to develop genetically 
engineered Sc. cerevisiae strains heterologously producing and secreting biologically active EntL50 
(EntL50A and EntL50B), which could lead to the further development of bactericidal Sc. cerevisiae 
brewing y ts to be used as a part of a hurdle preservation technology to obtain safer and more stable 
beers by eliminating beer-spoilage bacteria and reducing the use of chemical preservatives. 
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IV. Heterologous expression and secretion of enterocin L50 (L50A and L50B) by Sc. cerevisiae 
IV.1. ABSTRACT 
Enterocin L50 (EntL50) is a broad antimicrobial spectrum bacteriocin from Enterococcus faecium 
L50 consisting of two leader-less antimicrobial p  
L50B (EntL50B). In this work, the feasibility of d genetically engineered bacteriocinogenic 
strains of Saccharomyces cerevisiae heterologously producing EntL50A and/or EntL50B was 
investigated. For this purpose, an expression and secretion vector for Sc. cerevisiae, pYABD01, was 
constructed by cloning the yeast gene region encoding the mating pheromone α-factor 1 secretion 
signal (MFα1s), which includes the Kex2 enzyme ge site required for processing of the 
fusion protein, into the Sc. cerevisiae expression vector pYES2. The high-copy number pYABD01 
vector was maint  in the absence 
of selective press ) were cloned, 
separately and together (entL50AB), in pYABD01 under control of the galactose-inducible promoter 
PGAL1 to generate the plasmids pYABD02 (entL50A), pYABD03 (entL50B) and pYABD04 
(entL50AB). These re  INVSc1 
resulting in th BD03) and 
Sc r 
En d 
quantified in 
(S
antimicrobia  L50A-20 
(pYABD02) D03) (165 
BU/mgCDW) grown in SCGR. Likewise, Sc. ce visiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae 
L50B-4 (pYABD03) secreted efficiently biologically active EntL50A (8.4 and 5.2 ng/mgCDW in 
SCGR and YPGR, respectively) and EntL50B (24.0 and 19.1 ng/mgCDW in SCGR and YPGR, 
respectively). Strikingly, in the optimal medium SC R, Sc. cerevisiae L50AB-2 (pYABD04) secreted 
(pYAB tL50B 
were p 50B-4 
recombinant peptides showed that EntL50A is prob yeast 
compound, ine-SDS-
PAGE analyses of recombinant EntL50A and EntL50B revealed one major band with the expected size 
and bacteriocin aggregates, that were specifically detected by Western blotting, and further shown to be 
biologically active by an overlay assay. Taken together, these results demonstrated the suitability of the 
r efficient 
 through the 
yeast Sec system. 
eptides, enterocin L50A (EntL50A) and enterocin
eveloping 
 signal cleava
ained by approximately 100% of the cells over at least 50 generations
ure. The structural genes of EntL50A (entL50A) and EntL50B (entL50B
combinant plasmids were her transformed into Sc. cerevisiae
e strains Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02), Sc. cerevisiae L50B-4 (pYA
furt
. cerevisiae L50AB-2 (pYABD04). By using antimicrobial assays and specific anti-LR1-KLH (fo
tL50A) and anti-LR2-KLH (for EntL50B) antibodies in a noncompetitive indirect enzyme-linke
immunosorbent assay (NCI-ELISA), bacteriocin production by recombinant yeasts was detected and 
cell-free culture supernatants from cultures grown both in minimal and complex media 
CGR and YPGR, respectively), but no in the corresponding solid media. The maximum 
l activity was found in concentrated supernatants from Sc. cerevisiae
 (255 BU/mg cell dry weight [mgCDW]) and Sc. cerevisiae L50B-4 (pYAB
re
G
a higher amount of biologically active EntL50A (10.4 ng/mgCDW) than Sc. cerevisiae L50A-20 
D02), but EntL50B was not produced. On the other hand, recombinant EntL50A and En
urified from supernatants of Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L
(pYABD03), respectively, grown in SCGR, and the mass spectrometry analyses of purified 
ably associated to an hitherto unknown 
 and that EntL50B is correctly processed by the Kex2 enzyme. In addition, Tric
generated segregationally stable MFα1s-containing recombinant vector pYABD01 fo
processing and secretion of biologically active EntL50A and EntL50B by Sc. cerevisiae
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IV.2. INTRODUCTION 
Lactic acid bacteria (LAB) are widely known for their ability to produce a variety of ribosomally-
synthesized proteins or peptides, referred to as bacteriocins, displaying antimicrobial activity against a 
broad range of Gram-positive bacteria, including spoilage and food-borne pathogenic microorganisms 
(Klaenhammer, 1993; Nes et al., 1996; Cintas et al., 2001; Franz et al., 2007; Nes et al., 2007). These 
antimicrobials may be classified into three main classes: (i) the lantibiotics, or post-translationally 
modified peptides; (ii) the non-modified, small, heat-stable peptides; and (iii) the large, heat-labile 
protein bacteriocins. Class II bacteriocins are further grouped into five subclasses: the subclass IIa 
(pediocin-like bacteriocins containing the N-terminal conserved motif YGNGVxC), the subclass IIb 
(two-peptide bacteriocins), the subclass IIc (leaderless bacteriocins), the subclass IId (circular 
bacteriocins), and the subclass IIe (other peptide-bacteriocins) (Garneau et al., 2002; Skaugen et al., 
2003; Drider et al., 2006; Franz et al., 2007; Nes et al., 2007). All lantibiotics and most class II 
bacteriocins are synthesized as biologically inactive precursors containing an N-terminal extension (the 
so-called double-glycine-type leader sequence or the Sec-dependent signal peptide), which is cleaved 
off concomitantly with externalization of biologically active bacteriocins by a dedicated ATP-binding 
cassette (ABC) transporter and its accessory protein or through the Sec system, respectively (Cintas et 
al., 2001; Skaugen et al., 2003; Drider et al., 2006). Interestingly, only a few bacteriocins described to 
date are synthesized without an N-terminal extension, including EntL50 (EntL50A and EntL50B) 
(Cintas et al., 1998a), enterocin Q (EntQ) (Cintas et al., 2000d), enterocin EJ97 (Sánchez-Hidalgo et 
al., 2003), and the bacteriocin LsbB (Gajic et al., 2003). Recently, it has been demonstrated that 
secretion of the leader-less bacteriocins LsbB from Lactococcus lactis BGM-1, and EntQ from E. 
faecium L50 is mediated by ABC-type multidrug resistance (MDR) transporters (Gajic et al., 2003; 
Criado et al., 2006a). Most class II bacteriocins form pores that cause dissipation of the cell membrane, 
depletion of intracellular ATP and leakage of amino acids and ions, and subsequent cellular death 
(Diep and Nes, 2002; Deegan et al., 2006; Drider et al., 2006; Diep et al., 2007). The hydrophilic, 
cationic and highly conserved N-terminal region of class IIa bacteriocins seems to mediate bacteriocin 
binding to the target cell surface through electrostatic interactions, while the somewhat less conserved 
and more hydrophobic and/or amphiphilic C-terminal region is thought to determine their antimicrobial 
spectrum and to penetrate into the hydrophobic part of the target cell membrane, thereby mediating 
membrane leaking (Fimland et al., 1996; Chen et al., 1997b; Miller et al., 1998; Fimland et al., 2000; 
Johnsen et al., 2000; Fimland et al., 2002; Kazazic et al., 2002; Johnsen et al., 2005a). 
During the last years, there has been an increasing interest in the application of bacteriocinogenic 
microorganisms and/or their bacteriocins as biopreservatives to guarantee the safety and quality of 
foods and beverages, such as fermented vegetables and meat, dairy and fish products, wine and beer 
(Delves-Broughton et al., 1996; Cleveland et al., 2001; Nauth, 2002; Ross et al., 2002; Ringø et al., 
2005; Vaughan et al., 2005; Deegan et al., 2006). In general terms, there are three main strategies to 
use bacteriocins as food biopreservatives: (i) addition of a purified/semi-purified bacteriocin 
preparation as a food additive; (ii) use of a substrate previously fermented by a bacteriocin-producing 
strain as a food ingredient, and/or (iii) inoculation of a culture to produce the bacteriocin in situ in 
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fermented foods (Stiles, 1996; Cotter et al., 2005b; Deegan et al., 2006). The lantibiotic nisin A (NisA) 
is the most widely characterized bacteriocin, and the only one that has been legally approved in over 50 
coun
 al., 1999). Considering that Sc. cerevisiae is commonly used as starter culture for 
tries as food additive for use in certain types of cheeses (Delves-Broughton et al., 1996; Cotter et 
al., 2005b). Likewise, NisA has been approved as beer additive in Australia and New Zealand at levels 
compliant with good manufacturing practice (Delves-Broughton et al., 1996). The difficulties 
encountered to address the regulatory approval of new bacteriocins as food additives have spurred the 
development of other bacteriocin-based food biopreservation strategies. In this respect, a substrate 
fermented by a Pediococcus acidilactici strain producing the class IIa pediocin PA-1 (PedPA-1) is 
widely commercialized as a food ingredient termed ALTA 2341 (Cotter et al., 2005b; Drider et al., 
2006). Moreover, much of the research on the application of class IIa bacteriocins has been focused on 
the selection and use of specific bacteriocin-producing bacterial cultures to control the growth of food-
spoilage and pathogenic bacteria in a wide variety of foods and beverages (Drider et al., 2006). 
Likewise, the heterologous production of class IIa bacteriocins such as PedPA-1, enterocin A, 
enterocin P (EntP), piscicolin 126, mesentericin Y105 and divercin V41 by LAB such as Lc. lactis, and 
Leuconostoc mesenteroides has been reported (Morisset and Frère, 2002; Gibbs et al., 2004; Richard et 
al., 2004b; Ingham et al., 2005; Klocke et al., 2005; Drider et al., 2006; Gutiérrez et al., 2006). 
Interestingly, some yeasts, mainly Sc. cerevisiae, have a long and safe history of use as starter cultures 
for production of a wide variety of foods and beverages including bakery products, wine and beer 
(Hammond, 1995; Linko et al., 1998; Schoeman et al., 1999; Jespersen, 2003). Moreover, yeasts, 
specially Sc. cerevisiae, are widely recognized for their suitability for large-scale production of a 
diverse array of functional proteins of interest in the food, chemical and biopharmaceutical industries 
(Russo et al., 1995; Cereghino and Cregg, 1999; Schoeman et al., 1999; Pretorius, 2000; Schuster et 
al., 2000; Pretorius and Bauer, 2002; Beaulieu et al., 2005; Schuller and Casal, 2005; Chemler et al., 
2006; Cebollero et al., 2007).  
Beer is a beverage with a remarkable microbiological stability and is considered as a food substrate 
difficult to spoil. However, some LAB, such as Lactobacillus brevis, Lactobacillus lindneri and 
Pediococcus damnosus are recognized as the most hazardous bacteria for breweries, being responsible 
for approximately a 70% of the microbial beer-spoilage incidents (Back, 1994; Jespersen and Jakobsen, 
1996; Sakamoto and Konings, 2003; March et al., 2005; Vaughan et al., 2005). To ensure beer 
wholesomeness and organoleptic quality, modern breweries use, in addition to adequate hygienic 
practices, a variety of control measures including refrigeration, pasteurization, filtration, and, in some 
cases, addition of chemical preservatives such as sulphur dioxide to the end-product (Vaughan et al., 
2005; Douglas et al., 2006). Nevertheless, consumer demands for less-processed and less-chemically 
preserved foods and beverages is rapidly increasing, which is promoting the development of alternative 
biocontrol strategies, such as those based on the use of bacteriocins as biopreservatives (Cleveland et 
al., 2001; Ross et al., 2002; Vaughan et al., 2005; Deegan et al., 2006). However, beyond the strict 
requirements to fulfill legal regulations, the commercial application of bacteriocins as beer additives is 
mainly hindered by low bacteriocin production yields and increases in production costs (Ogden et al., 
1988; Schoeman et
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brewing (Hammond, 1995; Linko et al., 1998; Jespersen, 2003), a novel beer biopreservation strategy 
bas
nown, although 
the
ed on the development of bactericidal S. cerevisiae brewing strains has been proposed to overcome 
the aforementioned challenges (Schoeman et al., 1999; van Reenen et al., 2003; Vaughan et al., 2005). 
In this respect, the heterologous production of LAB bacteriocins, namely PedPA-1 from P. acidilactici 
PAC1.0, and plantaricin 423 (Plt423) from Lactobacillus plantarum 423, by laboratory strains of Sc. 
cerevisiae has been reported (Schoeman et al., 1999; van Reenen et al., 2003), suggesting the 
feasability of further development of bacteriocin-producing Sc. cerevisiae brewing yeasts to be used 
either as starter cultures conducting fermentation during brewing or as biopreservative cultures to 
obtain safer and more stable beers by eliminating beer-spoilage bacteria and reducing the use of 
chemical preservatives (Schoeman et al., 1999; Vaughan et al., 2005). 
EntL50 (EntL50A and EntL50B) is a plasmid-encoded (pCIZ1, ca., 50 kb) two-peptide bacteriocin 
produced by the multiple bacteriocin producer strain E. faecium L50, isolated from a Spanish dry-
fermented sausage (Cintas et al., 1995, 1998a, b). EntL50 is composed of two highly-related leader-
less antimicrobial peptides termed EntL50A and EntL50B, consisting of 44 and 43 amino acids, 
respectively, and sharing 72% sequence identity, which is most pronounced at the N-terminus of the 
molecules (Cintas et al., 1998a, 2000d), and thus can be categorized either in subclass IIb or IIc. The 
structural genes entL50A and entL50B are colinearlly arranged and followed by a rho-independent 
transcriptional terminator, and Northern analyses revealed that both genes are cotranscribed in a single 
small bicistronic mRNA (ca., 0.4 kb) (Cintas et al., unpublished results; Criado, 2006). Expression in 
vivo in E. coli and in vitro coupled transcription/translation experiments revealed that entL50A and 
entL50B are the only genes required to obtain EntL50 activity, strongly indicating that these 
bacteriocins are not posttranslationally modified (Cintas et al., 1998a). Besides, in vitro synthesis 
analyses also demonstrated that EntL50A and EntL50B possess antimicrobial activity on their own, 
being EntL50A the most active peptide, but when the two peptides were combined a synergistic effect 
was observed (Fig. 3.2; Table III.5) (Cintas et al., 1998a; Basanta et al., 2008a). Interestingly, E. 
faecium L50 also produces, under temperature regulation, two other bacteriocins: (i) the 
chromosomally-encoded subclass IIa Sec-dependent EntP, and (iii) the plasmid-encoded (pCIZ2, ca., 
7.4 kb) subclass IIc leader-less EntQ (Cintas et al., 1997, 2000d; Criado et al., 2006a, b). Recently, it 
has been demonstrated that EntP and EntQ are secreted by the Sec traslocase (Herranz and Driessen, 
2005) and a dedicated ABC-type MDR transporter (Criado et al., 2006a), respectively. However, the 
mechanism involved in secretion of EntL50 (EntL50A and EntL50B) still remains unk
 involvement of a multicomponent ABC transporter in bacteriocin externalization has been recently 
suggested (Criado, 2006). E. faecium L50 possesses a broad antimicrobial spectrum, mainly exerted by 
EntL50 (EntL50A and EntL50B), including: (i) food-borne pathogenic bacteria, such as Clostridium 
botulinum, Clostridium perfringens and Listeria monocytogenes; (ii) human and animal clinical 
pathogens, such as Streptococcus agalactiae, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus 
parasanguis and Streptococcus pneumoniae; and (iii) several LAB, such as Enterococcus spp., 
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Pediococcus spp., etc. (Cintas et al., 1998b, 2000d). Moreover, a 
previous work suggested the potential application of EntL50 (EntL50A and EntL50B) as beer-
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biopreservative based upon the following characteristics: (i) it inhibits the main beer-spoilers and 
exerts a bactericidal effect against P. damnosus and Lb. brevis in MRS broth, hopped and unhopped 
wort, and alcoholic and non-alcoholic lager beers, (ii) its use under these conditions does not allow the 
development of bacterial resistances (Fig. 3.4, 3.5 and 3.6), (iii) it remains biologically active after the 
heat treatments commonly used for brewing, and (iv) it withstands long-term storage at refrigeration 
and room temperatures (Fig. 3.7; Table III.6). On the other hand, E. faecium L50 may be considered as 
a putative avirulent strain showing susceptibility to most clinically relevant antibiotics. Moreover, this 
strain is not capable to grow in wort and lager beer, and is thus not a spoiler for these substrates. 
Nevertheless, E. faecium L50 is able to grow and produce bacteriocins in modified wort, and therefore 
could be used for wort bioacidification and spoilage biocontrol (Basanta et al., 2008a). 
Considering the aforementioned characteristics and technological properties of EntL50 (EntL50A 
and EntL50B) for the brewing industry, genetically engineered strains of Sc. cerevisiae heterologously 
expresssing and secreting this broad spectrum two-peptide bacteriocin have been developed in this 
work. For this purpose, we firstly constructed an expression and secretion vector for Sc. cerevisiae, 
termed pYABD01, by cloning MFα1s into the Sc. cerevisiae expression 2µ-episomal plasmid pYES2. 
Secondly, we cloned entL50A and entL50B, separately and together, in pYABD01 under control of 
PGAL1, and expressed the fusion proteins in Sc. cerevisiae, which were efficiently secreted as 
biologically active EntL50A and EntL50B directed by MFα1s through the yeast Sec system. The 
expression and secretion vector pYABD01 constructed in this work may also be useful for the 
heterologous production of other bacteriocins, peptides and/or proteins of interest for the food, 
chemical and biopharmaceutical industries. 
IV.3. MATERIALS AND METHODS 
IV.3.1. Microorganisms, plasmids, media, and culture conditions 
The sources and relevant genotypes of microorganisms and plasmids used in this work are listed in 
Table IV.1. The EntL50 (EntL50A and EntL50B)-producing strain E. faecium L50 and the indicator 
strain P. damnosus CECT4797 (EntL50 sensitive; EntL50s) (Table III.2) (Basanta et al., 2008a) were 
grown aerobically in MRS broth (pH 6.2; Oxoid Ltd., Basingstoke, United Kingdom) at 30ºC. E. coli 
cells (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, Calif.) were propagated in Luria-Bertani (LB) broth 
(Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, Mo.) at 37ºC with shaking (200−250 rpm). Kanamycin (Kan, 50 
µg/ml), ampicillin (Amp, 50−100 µg/ml), and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (X-
Gal, 80 µg/ml) (Sigma-Aldrich) were added to LB medium as selective agents for selection of E. coli 
transformants. Sc. cerevisiae INVSc1 (Invitrogen) was cultured in YPD medium (10 g/l yeast extract, 
Oxoid; 20 g/l peptone, Oxoid; 20 g/l glucose, Panreac Química S. A., Barcelona, Spain) (Schoeman et 
al., 1999) at 30ºC with shaking (200−250 rpm). Yeast transformants were grown in YPD medium 
supplemented with Amp (100 µg/ml in liquid medium, and 50 µg/ml in solid medium), and/or in  
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Table IV.1. Microorganisms and plasmids used in this study 
Strain or plasmid Relevant characteristicsa Source or referenceb
  Bacterial strains   
Enterococcus faecium L50 EntL50 (EntL50A and EntL50B), EntP, and EntQ producer DNBTA 
Pediococcus damnosus 
4797 Indicator microorganism, EntL50
s-EntPs-EntQr CECT 
Escherichia coli TOP10 
Host strain, F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Ф80lacZ∆M15 ∆lacX74 
recA1 deoR araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL(Strr) endA1 
nupG 
Invitrogen 
E. coli MAX Efficiency 
DH5α 
Host strain, supE44 ∆lacU169 (Ф80lacZ∆M15) hsdR17 recA1 gyrA96 
thi -1 relA1 Invitrogen 
  Yeast strains   
Saccharomyces cerevisiae Host strain, MATα his3∆1 leu2 trp1-289 ura3-52. H
−INVSc1 
is−, Leu−, Trp−, 
Ura Invitrogen 
Sc. cerevisiae INVSc1-α Sc. cerevisiae INVSc1 derivative carrying pYABD01, Ampr This work 
Sc. cerevisiae L50A-20 Sc. cerevisiae INVSc1 derivative carrying pYABD02, EntL50A producer, Ampr This work 
Sc. cerevisiae L50B-4 Sc. cerevisiae INVSc1 derivative carrying pYABD03, EntL50B producer, Ampr This work 
Sc. cerevisiae L50AB-2 Sc. cerevisiae INVSc1 derivative carrying pYABD04, EntL50A producer, Ampr This work 
  Plasmids   
PCR2.1-TOPO 3.9-kb cloning vector, Ampr, Kanr Invitrogen 
pPICZαA Pc. pastoris 3.6-kb protein expression and secretion vector carrying a methanol-inducible promoter (PAOX1), 5´AOX1 region, MFα1s, Zeor Invitrogen 
pYES2 Sc. cerevisiae 5.9-kb protein expression vector carrying a galactose 
inducible promoter PGAL1, Ura3, Ampr
Invitrogen 
pRSETB-entL50A pRSETB derivative carrying entL50A Cintas et al., 1998a 
pRSETB-entL50B pRSETB derivative carrying entL50B Cintas et al., 1998a 
pTBS01 PCR2.1-TOPO derivative carrying the MFα1s This work 
pTBS02 PCR2.1-TOPO derivative carrying entL50A This work 
pTBS03 PCR2.1-TOPO derivative carrying entL50B This work 
pYABD01 pYES2 derivative carrying the MFα1s This work 
pYABD02 pYABD01 derivative carrying entL50A This work 
pYABD03 pYABD01 derivative carrying entL50B This work 
pYABD04 pYABD02 derivative carrying MFα1s fused in frame to entL50B This work 
aMFα1s, yeast gene region encoding the mating pheromone α-factor 1 secretion signal (MFα1s). 
bAbbreviations: CECT, Colección Española de Cultivos Tipo (Valencia, Spain); DNBTA, Departamento de Nutrición, Bromatología y 
Tecnología de los Alimentos, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid (Madrid, Spain). 
synthetic complete minimal medium SC containing 0.67% (wt/vol) yeast nitrogen base without 
aminoacids, 2% (wt/vol) glucose, and all the required growth factors except uracil (SC–Ura) (Schoeman 
et al., 1999). Prior to induction of production of recombinant EntL50A and EntL50B, yeast 
transformants were precultured both in YPD and SC–Ura overnight (OD600 of 2.0). Solid media 
contained 1.5 or 2% (wt/vol) agar (Oxoid) for LAB and E. coli, and Sc. cerevisiae, respectively. Soft 
MRS agar used in the spot-on-agar test (SPAT), described bellow, contained 0.8% (wt/vol) agar. 
IV.3.2. DNA isolation and manipulation 
Small and large scale plasmid DNA isolation from E. coli recombinants was carried out using the 
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche Diagnostics S. L., Madrid, Spain) and the QIAgen Plasmid 
Midi Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), respectively. Total genomic DNA from recombinant 
yeasts was isolated using the Wizard DNA Purification Kit as suggested by the manufacturer (Promega 
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Corporation, Madison, Wis.). Oligonucleotide primers (Table IV.2) were obtained from Sigma-
Genosys Ltd. (Cambridge, United Kingdom). PCR amplifications were performed in 50 µl reaction 
mixtures containing 1 µl of purified DNA, 70 pmol of each primer, and 1 U of Platinum Taq DNA 
polymerase (Invitrogen). Samples were subjected to an initial cycle of denaturation (97ºC for 2 min), 
followed by 35 cycles of denaturation (94ºC for 45 s), annealing (50 to 56ºC for 30 s), and elongation 
(72ºC for 30 to 60 s), ending with a final extension step at 72ºC for 7 min in a Techgene DNA thermal 
cycler (Techne, Cambridge, United Kingdom). PCR fragments and plasmids were analyzed by 
electrophoresis on 2 and 0.8% (wt/vol) agarose (Pronadisa, Madrid, Spain) gels, respectively, at 90 V 
for 1 h, using the 100-bp DNA and Supercoiled DNA ladders (Invitrogen) as molecular weight 
markers, respectively,with the Gel Doc 1000 documentation system (Bio-Rad Laboratories S. A., 
Mad
ested by the manufacturers (Invitrogen). 
IV.3.3. Construction of the protein expression and secretion vector pYABD01 for Saccharomyces 
 in Fig. 4.1. The Pichia pastoris 
expression and secretion vector pPICZαA was used as DNA template for PCR amplification of a 345-
YES2, previously digested with HindIII and XbaI, to give plasmid pYABD01, in which fragment α1 
rid, Spain) used for image adquisition and computer analysis. The PCR-generated fragments were 
extracted from agarose gels using the Real Clean Matrix kit (Durviz S. L. U., Madrid, Spain), and 
purified by the QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Nucleotide sequencing of both strands of 
purified PCR products was done using an ABI Prism BigDye cycle sequencing Ready Reaction kit 
with AmpliTaq DNA polymerase and dye-labeled terminators and an ABI Prism 377 automatic DNA 
sequencer (Perkin-Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City, Calif.) at the DNA Sequencing 
Service of Sistemas Genómicos (Valencia, Spain). Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen), DNA 
restriction enzymes (New England Biolabs Inc., Beverly, Mass.), and T4 DNA ligase (Promega) were 
used according to the supplier’s instructions. E. coli TOP10 and E. coli MAX Efficiency DH5α 
competent cells, as well as Sc. cerevisiae INVSc1 competent cells from the S.c. EasyCom 
Transformation Kit were transformed as sugg
cerevisiae 
The strategy employed for construction of pYABD01 is depicted
bp HindIII-XbaI fragment (fragment α1), using Alfa1-HindIII and Alfa3-XbaI as specific PCR primers 
(Table IV.2) containing HindIII and XbaI cleavage sites, respectively. Given that pYES2 is a Sc. 
cerevisiae nonfusion vector, the fragment α1 contained a Kozak translation initiation sequence 
(ACGATGA) in addition to the gene region encoding the mating pheromone α-factor 1 secretion 
signal (MFα1s), which includes the Kex2 signal cleavage site (Glu-Lys-Arg) required for processing of 
the fusion protein, and without the Glu-Ala spacers adjacent to the Kex2 (Brake et al., 1984). The 
purified fragment α1 was cloned into the PCR2.1-TOPO vector (Invitrogen) to generate the plasmid 
pTBS01, which was chemically transformed into E. coli TOP10 competent cells. Plasmid pTBS01 was 
isolated from white colonies selected as described above, digested with HindIII and XbaI, and analized 
by agarose gel electrophoresis. The resulting 339-bp HindIII-XbaI cleaved fragment α1 was purified 
from the agarose gel, and ligated with T4 DNA ligase into the Sc. cerevisiae protein expression vector 
p
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Table IV.2. Primers and PCR products used in this study 
Pri Nucleotide sequence ( descriptionb Fragment(s) mer or PCR product  5´-3´)
a and PCR products amplified 
  Primers   
TTAlfa1-HindIII AAGC ACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGC α1 
Alfa3-XbaI TCTAGAAAGCTGGCGGCCGCCGCGGCTC α1 
Alfa4-SmaI CCCGGGACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTG α
GAG
-L50B 
L50A1-XhoI CTC AAAAGAATGGGAGCAATCGCAAAATTAGTAGCAAAG L50A 
L50A2-XbaI TCTAGAGTATAACCCCCGGGATTTTAAATATGTTTTTTAATCCACTCAATG 
L50B1-XhoI 
L50A 
CTCGAGAAAAGAATGGGAGCAATCGCAAAACTAGTGAC L50B 
L50B2-XbaI TCTAGAAACATTAATGTCTTTTTAGCCATTTTTCAATTTGATC L50B and -L50B 
AACCCC GATCGGACTACTAG α  
α  
 ducts  
p H
 α
pYES2-F G 2
2pYES2-R GGCGTGA
 PCR pro
ATGTAAGCGTGAC 
 
Fragment α1 345-b ind Xba ment containing the Kozak sequence fused toIII- I frag  MFα1s  
Fragment α2 442-bp fr
Fragment L50A 170-bp X
4-bp X
Fragment α-L50A 422-bp H
bp S s
a for restriction enzym  in the primer; Kozak sequence (ACGATGA), and the nucleotides encoding the Kex2 
age site (AAAAGA) of the mating pheromone α-factor 1 secretion signal (MFα1s) are shown in bold. 
he yeast gene r x2 cleavage site. 
agment containing the Kozak sequence fused to MFα1s  
hoI-XbaI fragment containing MFα1s fused to entL50A  
hoI-XbaI fragment containing MFα1Fragment L50B 15 s fused to entL50B  
indIII-XbaI fragment containing MFα1s fused to entL50A  
maI-XbaI fragment containing MFα1  fused to entL50B  
es are underlined
Fragment α-L50B 406-
Cleavage sites 
signal cleav
bMFα1s, refers to t egion encoding MFα1s including the Ke
is under control of PGAL1 the ing 
enhancer sequences. Th o E AX 
E  compet ected on LB plates with A  
3 24 h. The plasm ormed into this host, and the resulting 
strain was used as a co  pYABD01 in transform was 
c by: (i) PCR a nt (fragment α2) using E. co s as 
D late, and the ES2-F and pYES2-R; and (ii  of 
p oduct  
g  
α α
The strategy employed for cloning of entL50A and entL50B in pYABD01 is summarized in Fig. 
 and pRSETB-entL50B, previously constructed by 
Cintas 
entL50B) (Table IV.2). Both forward primers, L50A1-XhoI and L50B1-XhoI, contained a XhoI 
 (inducible by galactose and repressible by glucose) and correspond
e recombinant plasmid was chemically transformed int . coli M
fficiency DH5α ent cells, and transformants sel mp (50 µg/ml) at
7ºC for id pYES2 was also chemically transf
ntrol. The presence of the plasmid ed cells 
onfirmed mplification of a 442-bp fragme li colonie
NA temp pYES2 specific primer pairs pY ) isolation
lasmid pYABD01, digestion with HindIII and XbaI, and visualization of a 339-bp pr by agarose
el electrophoresis. Confirmation of the correct nucleotide sequence of pYABD01 was done by DNA
sequencing of fragment 2 as described above. Primers used for PCR amplification of fragment 1 and 
α2 were designed from the published nucleotide sequence of plasmids pPICZαA and pYES2 
(Invitrogen website). 
IV.3.4. Cloning of enterocins L50A (entL50A) and L50B (entL50B) structural genes, separately 
and together, in pYABD01 
4.1. The recombinant plasmids pRSETB-entL50A
et al. (1998a), were used as DNA templates for the amplification of 170-bp (fragment L50A) 
and 154-bp (fragment L50B). PCR fragments carrying the nucleotide sequence encoding the Kex2 
signal cleavage site (AAAAGA) of MFα1s fused to entL50A and entL50B, respectively, using the 
primer pairs L50A1-XhoI and L50A2-XbaI (for entL50A), and L50B1-XhoI and L50B2-XbaI (for 
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one as describ  above. The plasmid pYABD01 was also chemically transformed into this host, and 
he resulting Sc. cerevisiae INVSc1-α strain was used as a control. 
Recombinant plasmids pYABD02 and pYABD03 (containing Ura3) were transformed into Sc.
erevisiae INVSc1 competent cells (auxotrophic for Ura), and Sc. 
L50B transformants, respectively, were selected on SC–Ura plates at 30ºC for 2−4 days. In order to 
express and secrete EntL50A and EntL50B simultaneously, the recombinant plasmid pYABD04 was 
constructed, essentially as described above for pYABD02 and pYABD03 (Fig. 4.1). Briefly, 
pYABD03 was used as template for PCR amplification of a 406-bp SmaI-XbaI (fragment α-L50B), 
containing MFα1 including the α-factor 1 Kex2 signal cleavage site fused to entL50B, and using 
Alfa4-SmaI and L50B2-XbaI as specific PCR primers (Table IV.2). The fragment α-L50B was cloned 
downstream of fragment α-L50A into pYABD02, previously digested with SmaI and XbaI, yielding 
the recombinant plasmid pYABD04, which contains the fragment α-L50A-α-L50B. This recombinant 
plasmid was chemically transformed into E. coli MAX Efficiency DH5α competent cells, and the 
resulting transformants were confirmed by PCR amplification, plasmid isolation and digestion with 
HindIII and XbaI, and DNA sequencing as described above. Finally, pYABD04 was transformed into 
Sc. cerevisiae INVSc1 com
and the resulting Sc. cerevisiae INVSc1-α strain was used as a control. Primers used for PCR 
amplification of fragments L
ence of EntL50 (EntL50A and EntL50B) operon (Cintas et al., 1998a) and plasmid pPICZαA. 
The presence of pYABD02 in Sc. cerevisiae L50A, pYABD03 in Sc. cerevisiae L50B, and 
pYABD04 in Sc. cerevisiae L50AB transformants was confirmed by PCR amplification using: (i) the 
entL50A and entL50B specific primer pairs L50A1-XhoI−L50A2-XbaI, and L50B1-XhoI−L50B2-XbaI, 
respectively; and/or (ii) the pYES2 specific primer pairs pYES2-F and pYES2-R. Likewise, the 
presence of pYABD01 in Sc. cerevisiae INVSc1-α was confirmed by PCR with the specific primer 
pairs pYES2-F and pYES2-R. Total genomic DNA from Sc. cerevisiae L50A (pYABD02), Sc. 
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cerevisiae L50B (pYABD03), Sc. cerevisiae L50AB (pYABD04), a c1-α 
irect 
antimicrobial activity of recombinant and control yeasts was determined as descri
In order to assess the segregational stability of pYABD01, Sc. cerev D01) 
transformant was grown in SC-Ura broth at 30ºC overnight (OD600 of 2.0).  was 
transfered to YPD broth (initial inoculum of ca. 1×105 CFU/ml), and further incubated for 50 
generations (seven serial culture transfers using 0.5% inocula every 24 id 
stability without selective pressure during continuous exponential growth phase. At 24 h intervals, 
samples were removed and bacterial counting determined onto SC-Ura and
IV.3.5. Detection and quantification of enterocins L50A and L50B heterologous pro n by 
antimicrobial and immunochemical assays 
The direct antimicrobial activity of cultures from several Sc. cerevis d Sc. 
cerevisiae L50B (pYABD03) transformants was screened by a SPA ously 
described (Cintas et al., 1995; Schoeman et al., 1999). Briefly, transformants were precultured both in 
YPD and SC–Ura broth overnight (OD600 of 2.0). Subsequently, equ yeast 
precultures were spotted onto plates of both media supplemented with 20 g/l galactose (Merck Farma y 
Química S. A., Barcelona, Spain), and 10 g/l raffinose (Sigma-A GR, 
respectively), and incubated at 30ºC for up to 30 days. Periodically, on layed 
with MRS soft agar previously seeded with approximately 1×10
microorganism P. damnosus CECT4797, and further incubated for 16 h irect 
antimicrobial activity was detected by the presence of growth inhib cator 
microorganism around the spotted producer strain. Likewise, the dir ty of 
cultures from several Sc. cerevisiae L50AB (pYABD04) transforman ribed 
above, but only on SCGR plates. 
In order to determine bacteriocin production kinetics, selected Sc. D02) 
and Sc. cerevisiae L50B (pYABD03) transformants, as well as Sc. ce D04) 
transformants, were precultured in YPD and SC–Ura broth, or in S y, as 
aforementioned. Cells were harvested by centrifugation (5,000 × g at 4  
YPD or SC–Ura (both without glucose), and resuspended to an OD600 dium 
supplemented with 20 g/l galactose (Merck), and 10 g/l raffinose (Sigma-Aldrich) (YPGR and SCGR, 
respectively). These recombinant yeasts were grown in YPGR and SCGR broth, or in SCGR broth, at 
30ºC for eight days. Yeast growth (OD600), CDW, and bacteriocin ac were 
determined periodically by duplicate. Cell-free culture supernatants were obtained by ation 
(12,000 × g at 4ºC for 10 min), pH-adjustment to 6.2 with 1 M NaOH, ough 
0.22 µm-pore-size filters (Millipore Corp., Bedford, Mass.). Subsequentl tants 
were lyophilized and further dissolved to 1/20 of their original volume in H 
6.0). For determination and quantification of bacteriocin activity ld 
5 CFU/ml of the indicator 
. After incubation, the d
ition zones of the indi
ect antimicrobial activi
ts was screened as desc
cerevisiae L50A (pYAB
revisiae L50AB (pYAB
C–Ura broth, respectivel
ºC for 10 min), washed with
 of 2.0 in the same me
tivity and concentration 
 centrifug
and filter-sterilization thr
y, aliquots of the superna
 20 mM phosphate buffer (p
, supernatants and 20-fo
nd Sc. cerevisiae INVS
ations. Moreover, the d
bed below. 
isiae INVSc1-α (pYAB
 Subsequently, the culture
 h) to determine the plasm
 YPD plates. 
ductio
iae L50A (pYABD02) an
T essentially as previ
al amounts (20 µl) of 
ldrich) (YPGR and SC
e of the plates was over
(pYABD01) transformants was used as template for PCR amplific
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concentrated supernatants (CS) were analyzed by an agar well-diffusion test (ADT) (Cintas et al., 
1995; Basanta et al., 2008a), and a microtiter plate assay (MPA) (Holo et al., 1991; Cintas et al., 
2000d; Basanta et al., 2008a), respectively, using P. damnosus CECT4797 as indicator microorganism. 
One bacteriocin unit (BU) was defined as the highest dilution of the supernatant causing 50% growth 
inhibition of the indicator microorganism. Cultures and supernatants from the Sc. cerevisiae INVSc1-α 
(pYABD01) transformants, lacking the bacteriocin structural genes, were used as negative controls in 
the antimicrobial assays described above. 
For quantification of EntL50A and EntL50B heterologous production in the supernatants of the 
recombinant yeast, an NCI-ELISA using rabbit polyclonal antibodies with specificity for EntL50A 
(anti-LR1-KLH), and EntL50B (anti-LR2-KLH) (Criado et al., 2006b) was performed essentially as 
previously described (Gutiérrez et al., 2004; Criado et al., 2006b). Briefly, wells of flat-bottom 
polysterene microtiter plates (Maxisorp, Nunc, Roskilde, Denmark) were coated overnight (4ºC) with 
culture supernatants of selected Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02), Sc. cerevisiae L50B-4 
(pYABD03), and Sc. cerevisiae L50AB-2 (pYABD04) transformants. After this and each subsequent 
step
 
, the coated plates were washed nine times with 0.05% (vol/vol) Tween 20 (Sigma-Aldrich) in 0.01 
M phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4) (Merck). To reduce nonspecific binding, the wells were 
blocked with 300 µl of 1% (wt/vol) ovoalbumin (OA) (grade III and fraction VII) (Sigma-Aldrich) in 
PBS (OA-PBS) at 37°C for 1 h. Next, 50 µl diluted anti-LR1-KLH and/or anti-LR2-KLH serums were 
added to each well and incubated at 37°C for 1 h. Goat anti-rabbit immunoglobulin (IgG) peroxidase-
labeled conjugate (Cappel Laboratories, West Chester, PA) was diluted 1:500 in OA-PBS, and 100 µl 
was added to each well. The plates were incubated at 37°C for 30 min. Next, 100 µl of 2,2-azino-bis[3-
ethylbenzthialzoline-6-sulfonic acid] (ABTS) (Sigma-Aldrich) solution with 0.066% (vol/vol) H2O2 
was added and the plates were incubated at room temperature in the dark, after which the reaction was 
stopped by addition of 45.7 mM citric acid plus 0.1% (wt/vol) natrium azide. The amount of bound 
peroxidase was determined by measuring the absorbance at 405 nm in a Labsystems iEMS reader MF 
(Labsystems, Helsinki, Finland) with a built-in software package for data analysis. The ELISA plates 
included control wells coated with (i) 0.1 M sodium carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6) (coating 
buffer [CB])-MRS, CB-YPGR and CB-SCGR broth to set the background level of the plates; and (ii) 
six twofold dilutions of samples containing known concentrations of pure EntL50A and EntL50B 
(determined from the A280 using the molar extinction coefficient) in CB-MRS, CB-YPGR and CB-
SCGR broth to set a standard curve within each plate. In the inmmunochemical assays described 
above, supernatants from Sc. cerevisiae INVSc1-α (pYABD01), lacking the bacteriocin structural
genes, were used as negative controls. 
To measure the synergistic activity of heterologously produced EntL50A and EntL50B, 
supernatants from Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) strains 
were challenged against P. damnosus CECT4797, separately and combined to achieve a 1:1 bacteriocin 
ratio, by a SPAT and an MPA. 
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IV.3.6. Heterologous co-production of enterocins L50A and L50B by co-culture of recombinant 
yeasts 
Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) cells were 
pre
IV.3.7. Purification and mass spectrometry analysis of recombinant emterocins L50A and L50B 
, were purified essentially as previously described by 
Cint
tL50B concentrations in the supernatants and the final fractions 
obtained at the end of the p
cultured independently in SC–Ura broth as aforementioned. Cells were harvested by centrifugation 
(5,000 × g at 4ºC for 10 min), washed with SC–Ura (without glucose), resuspended to an OD600 of 2.0, 
mixed in a 1:1 ratio, in SCGR broth and incubated at 30ºC for eight days. Yeast growth (OD600), 
bacteriocin activity by an ADT and an MPA, and enterocin concentration by an NCI-ELISA were 
determined periodically by duplicate as described above. 
EntL50A and EntL50B heterologously produced by Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. 
cerevisiae L50B-4 (pYABD03), respectively
as et al. (1995). Briefly, yeast precultures, grown in SC–Ura broth at 30ºC, were inoculated in 1-liter 
SCGR broth, which were further grown at 30ºC with shaking until maximum EntL50A and EntL50B 
concentrations were achieved (ca., 144 and 120 h, respectively). After removing the cells by 
centrifugation (12,000 × g at 4ºC for 30 min), the cell-free supernatants were subjected to precipitation 
with ammonium sulfate (50%, wt/vol) (Merck), and subsequently dessalted by gel filtration (PD-10 
columns). The obtained fractions were further subjected to cation-exchange (SP Sepharose Fast Flow) 
and hydrophobic-interaction (Octyl Sepharose CL-4B) chromatographies, followed by reversed-phase 
chromatography (PepRPC HR 5/5) in a fast-protein liquid chromatography system (FPLC) (GE 
Healthcare Life Sciences, Barcelona, Spain). The antimicrobial activity of the fractions obtained during 
the purification procedure was determined by an MPA, using P. damnosus CECT4797 as indicator 
microorganism. Fractions displaying a high and specific bacteriocin activity were pulled together and 
rechromatographed on the same reversed-phase column until chromatographically pure bacteriocins 
were obtained. EntL50A and En
urification procedure were determined by the NCI-ELISA described above. 
The purified recombinant bacteriocins were stored in 2-propanol (Merck) containing 0.1% (vol/vol) 
trifluoroacetic acid (TFA) (Merck) at −20ºC. Furthermore, purified EntL50A and EntL50B were 
subjected to mass spectrum analysis by using a matrix-assisted laser desorption ionization-time of 
flight Voyager-DE STR mass spectrometer (MALDI-TOF MS) (PerSeptive Biosystems, Foster City, 
Calif.) at the Mass Spectrum Service of the Centro de Genómica y Proteómica (Madrid, Spain). 
IV.3.8. Tricine-SDS-PAGE, Western blotting, and gel overlay assay 
FPLC-purified EntL50A and EntL50B were analyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis on 16% (wt/vol) Tricine gels (Tricine-SDS-PAGE) (Schägger and von Jagow, 
1987) after silver staining. The thecnique was performed in a XCell SureLock mini Cell, at 100 V 
constant current during 2 h, and monitored by the use of a SeeBlue Pre-Stained Standard molecular 
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mass markers (Invitrogen). Further treatment of the gel included the immersion, during six min with 
agitation, in distilled water solutions of: (i) acetic acid (5%, vol/vol), methanol (50%, vol/vol) and 
calcium chloride (2%, vol/vol); (ii) ethanol (10%, vol/vol) and acetic acid (5%, vol/vol); (iii) potassium 
permanganate (0.01%, wt/vol); (iv) ethanol (10%, vol/vol) and acetic acid (5%, vol/vol); (v) ethanol 
(10%, vol/vol); and (vi) silver nitrate (0.1%, wt/vol). Then, the gel was washed in distilled water during 
30 seconds and immersed in a solution of potassium carbonate (2%, wt/vol) in distilled water during 90 
seconds. Subsequently, EntL50A and EntL50B were detected by gel incubation in solutions in distilled 
wate
 
xpression and secretion vector pYABD01 (6,101 bp) was constructed 
as outlined in Fig. 4.1 MFα1s was PCR-amplified from the Pc. pastoris expression and secretion vector 
r of potassium carbonate (2%, wt/vol) and 10 µl formaldehyd, and ethanol (10%, vol/vol) and 
acetic acid (5%, vol/vol). Western blotting using anti-LR1-KLH (specific for EntL50A) and anti-LR2-
KLH (specific for EntL50B) antibodies was performed essentially as previously described (Gutiérrez et 
al., 2004). Briefly, the electrophoresed gel was immersed in blotting buffer (0.582% [wt/vol] trizma 
base, Sigma-Aldrich; 0.293% [wt/vol] glycine, Sigma Aldrich; 20% [vol/vol] methanol, Merck) during 
10 min before covering with the nitrocellulose membrane that had been previously immersed in 
methanol and blotting buffer. Three sheets of Whatman 3M paper were placed under the gel and above 
the nitrocellulose membrane. The blotting was performed by application of a constant current of 10 V 
for 47 min. The transfer of the peptides from the gel to the membrane was monitored by the use of the 
SeeBlue Pre-Stained Standard molecular mass marker (Invitrogen). Further treatment of the blotted 
membrane included blocking in 50 ml of skim milk (5% [wt/vol] skim milk powder in PBS) at 37°C 
for 1 h, and further incubation with 30 ml of the anti-LR1-KLH and/or anti-LR2-KLH sera (diluted
1:5,000 in PBS) for 1 h at 37°C. Incubation of conjugate (diluted 1:12,500 in defatted milk powder) 
permitted visualization of the expected antigen-antibody interactions by chemiluminiscence with the 
ECL Western-blotting Detection Reagents (Amersham Pharmacia Biotech, Barcelona, Spain). The 
light emissions was detected by a Labsystems iEMS reader (Labsystems, Helsinki, Finland) with a 
built-in software package. To determine the antimicrobial activity of the purified heterologously 
produced EntL50A and EntL50B, a gel overlay assay (Bhunia et al., 1987) was performed using P. 
damnosus CECT4797 as indicator microorganism. Briefly, the electrophoresed gel was fixed in a 
solution of 20% (vol/vol) 2-propanol and 10% (vol/vol) acetic acid in distilled water and further 
washed during 1, 16, and 1 h in distilled water. The first 1 h washing was performed at room 
temperature with agitation, while the other two washings were carried out at 4ºC without agitation. 
After the gel was fixed, washed, and drained, it was overlaid with the indicator strain P. damnosus 
CECT4797 at 1×105 CFU/ml in MRS soft agar (0.8%, wt/vol) and incubated at 30°C for 16 h. 
IV.4. RESULTS 
IV.4.1. Construction of the Saccharomyces cerevisiae protein expression and secretion vector 
pYABD01, and cloning of entL50A and entL50B separately and together 
The Sc. cerevisiae protein e
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pPICZαA, and successfully inserted into the Sc. cerevisiae protein expression vector pYES2 under 
control of the GAL1 gene promoter (PGAL1) and enhancer sequences for high level inducible protein 
expr
as DNA sequencing (results not shown). 
Interestingly, the high-copy number pYABD01 vector was maintained by approximately 100% of the 
cells over at least 50 generations in the absence of selective pressure. Subsequently, entL50A and 
 
Xho
The heterologous production of EntL50A and EntL50B by transformant yeasts was detected and 
icrobial assays used for 
screening of biologically active enterocin molecules included a SPAT to detect the direct antimicrobial 
activ
ession in Sc. cerevisiae by galactose and repression by glucose. The generated high-copy number 
Sc. cerevisiae expression-secretion vector pYABD01 was designed to contain a 339-bp HindIII-XbaI 
fragment harbouring the Kozak translation initiation sequence (ACGATGA), and MFα1s including the 
Kex2 signal cleavage site (Glu-Lys-Arg) required for processing of the fusion protein during secretion. 
The correct construction of pYABD01 was verified by PCR amplification, plasmid isolation and 
subsequent digestion with HindIII and XbaI, as well 
entL50B were cloned, separately and together, in pYABD01 (Fig. 4.1). For this purpose, the 164-bp
I-XbaI and 148-bp XhoI-XbaI cleaved fragments L50A and L50B, carrying the α-factor 1 Kex2 
signal cleavage site fused in frame to entL50A and entL50B, respectively, were first cloned separately 
into plasmid pYABD01 resulting in the recombinant plasmids pYABD02 and pYABD03, intended for 
the expression of each native bacteriocin structural genes without additional amino acids at their N-
termini (Fig. 4.1). The correct construction of pYABD02 and pYABD03 was verified by PCR 
amplification, plasmid isolation and subsequent digestion with XhoI and XbaI, as well as DNA 
sequencing (results not shown). By using a similar approach, the recombinant plasmid pYABD04 was 
constructed for expression and secretion of entL50A and entL50B together. A 406-bp SmaI-XbaI 
cleaved fragment α-L50B, carrying MFα1s including the Kex2 signal cleavage site fused in frame to 
entL50B, was cloned downstream of fragment α-L50A into plasmid pYABD02 resulting in the 
recombinant plasmid pYABD04, intended for high level inducible expression of both native 
bacteriocin structural genes under control of PGAL1 without additional amino acids at their N-termini 
(Fig. 4.1). The correct construction of pYABD04 was verified as described above. The recombinant 
plasmids pYABD01, pYABD02, pYABD03 and pYABD04 were chemically transformed in Sc. 
cerevisiae INVSc1 (Ura3 genotype) competent cells, and transformants selected on SC–Ura plates. The 
presence of these recombinant plasmids in Sc. cerevisiae strains was confirmed by PCR (results not 
shown). 
IV.4.2. Heterologous expression and secretion of biologically active enterocins L50A and L50B by 
Saccharomyces cerevisiae 
quantified by both antimicrobial and immunochemical assays. The antim
ity of the transformant cultures as well as an ADT and an MPA to detect and quantify, 
respectively, the antimicrobial activity in supernatants and CS from the recombinant yeast cultures. For 
these purposes, several Sc. cerevisiae L50A (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B (pYABD03) 
transformants were selected and precultured in YPD and SC–Ura broth at 30ºC. Then, yeast precultures 
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were spotted onto YPGR and SCGR plates and grown at 30ºC for up to 30 days to test in daily 
intervals their direct antimicrobial activity by a SPAT against P. damnosus CECT4797 (EntL50s) 
(Basanta et al., 2008a), but no detectable activity attributable to EntL50A and/or EntL50B was 
detected. In spite of that, the transformants were further grown in YPGR and SCGR broth at 30ºC for 
eight days, and supernatants were periodically withdrawn, and the corresponding CS obtained, to test 
their antimicrobial activity by an ADT and an MPA against the same indicator microorganism. By 
using both assays, extracellular antimicrobial activity of Sc. cerevisiae L50A (pYABD02) and Sc. 
cerevisiae L50B (pYABD03) transformants grown in SCGR and/or YPGR was detected (Fig. 4.2; 
Table IV.3). It is pertinent to note that no antimicrobial activity was found in supernatants and CS from 
Sc. cerevisiae INVSc1-α, transformed with the plasmid pYABD01 lacking the bacteriocin structural 
genes, grown in YPGR or SCGR broth (Fig. 4.2). This result ruled out the possibility that the 
extracellular antimicrobial activity exerted by Sc. cerevisiae L50A (pYABD02) and Sc. cerevisiae 
L50B (pYABD03) transformants could be caused by metabolites other than bacteriocins. The Sc. 
cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) transformants were selected 
for further microbiological and immunochemical quantification of recombinant EntL50A and EntL50B 
production, respectively, in SCGR and YPGR (Fig. 4.2; Table IV.3). The antimicrobial activity of 
supernatants and CS from cultures of Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) grown in SCGR was first 
detected at 72 and 24 h of incubation, respectively, and maximum antimicrobial activity was found 
after incubation for 144 h (170 and 11,600 BU/ml, respectively) (Fig. 4.2, panels A and B, 
respectively; Table IV.3). In the same medium, the antimicrobial activity of CS from Sc. cerevisiae 
L50B-4 (pYABD03) was first detected at 24 h of incubation, and the maximum antimicrobial activity 
was found after incubation for 120 h (7,500 BU/ml). Likewise, considering the CDW, the maximum 
antimicrobial activity of CS from Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 
(pYABD03) was also found after incubation for 144 h (255 BU/mgCDW) and 120 h (165 
BU/mgCDW), respectively. The heterologous production of EntL50A and EntL50B by Sc. cerevisiae 
L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03), respectively, was further quantified 
using specific anti-LR1-KLH (specific for EntL50A), and anti-LR2-KLH (specific for EntL50B) 
antibodies in an NCI-ELISA. By using this immunochemical approach, the presence of the 
recombinant bacteriocins in supernatants from the corresponding transformants and their absence in 
equivalent samples from the negative control strain Sc. cerevisiae INVSc1-α (pYABD01) was clearly 
shown. The production of EntL50A and EntL50B by Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. 
cerevisiae L50B-4 (pYABD03), respectively, started inmediately after induction of gene expression 
with galactose, was parallel to cell growth, and the bacteriocins reached their maximum concentrations 
 the stationary phase or the late stage of the exponential growth phase, respectively 
(Table IV.3). In this respect, the maximum concentration of EntL50A (19.3 ng/ml) and EntL50B (52.5 
es, considering the CDW, 
the 
at the beginning of
ng/ml) in supernatants from Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 
pYABD03) was detected at 144 and 120 h of incubation, respectively. Besid
maximum amount of EntL50A and EntL50B in the yeast cultures was 8.4 and 24.0 ng/mgCDW, 
respectively. It is interesting to note that the maximum specific activity of EntL50A in CS from Sc.
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Figura 4.2. Antimicrobial activity of CS from Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae 
L50B-4 (pYABD03) cultures grown in SCGR (A and B, respectively) and YPGR (C and D, respectively) 
broth at 30ºC (CS) against P. damnosus CECT4797 by an ADT. CS were obtained after incubation of cultures 
for 0 (1), 2 (2), 8 (3), 12 (4), 18 (5), 24 (6), 36 (7), 48 (8), 72 (9), 96 (10), 120 (11), 144 (12), 168 (13), and 192 (14) h. CS 
from Sc. cerevisiae INVSc1-α (pYABD01) cultures grown in SCGR and YPGR broth at 30ºC for 192 h (CN) were used as 
negative control. 
cerevisiae L50A-20 (pYABD02) was 30 BU/ngEntL50A, while that of EntL50B in CS from Sc. 
cerevisiae L50B-4 (pYABD03) was only 7.1 BU/ngEntL50B. 
On the other hand, Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) 
grew much faster and a higher cell density was reached in the complex medium YPGR (OD600 of 8.5 
compared to OD600 of 4.8−5.1 in SCGR) (results not shown). However, the extracellular 
antimicrobial activity of Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) was only detected in CS assayed by 
the ADT, and no antimicrobial activity was detected neither in supernatants nor CS from Sc. 
cerevisiae L50B-4 (pYABD03) (Fig. 4.2, panels C and D, respectively). Interestingly, both 
antimicrobial activity and production of EntL50A by Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) started 48 
h after induction of gene expression with galactose, corresponding to the early stationary phase of 
growth in YPGR, and reached the maximum values after incubation for 96 h. In this respect, the 
A
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max m a bial activity hib one of 9.3 mm) and EntL50A 
con ration g er  that obtained in SCGR (Table IV.3). 
Surprisingly, although supernatants and CS from Sc. ce isiae L50B-4 (pYABD03) grown in 
YP id not ex activity, ction of EntL50B was detected at 48 h, and reached 
its imu ue, lower than that in SCGR, after incubation for 6 days (56.3 ng/ml or 19.1 
ng/ D o m nt A and EntL50B concentrations 
in supernatants from cultures grown in SCGR (3.6−6.3 and 17 20.0 ng/mgCDW, respectively) 
pro d r i  1 13.7 mm, respectively) (Table 
IV.
i t tio f EntL50A and EntL50B by a 
single yeast strain, Sc. cerevisiae L50AB (pYABD04) transfor ts were obtained. Similarly as 
sho o . cer iae L50A (pYABD02) and Sc. cere  L50B (pYABD03) transformants, no 
detectable di  0A d/or EntL50B was detected in 
cultures of S r  L50AB (pYABD04) transformants grown in SCGR. However, bacteriocin 
production was detected and quantified in the correspon up atants by both the antimicrobial 
and immunochem  icrobial activity of supernatants 
and  from Sc. cerevisiae L50AB-2 (pYABD04) was found after incubation for 144 h (200 and 
13, BU/ml, pec  aximum antimicrobial activity 
of supernatants and C a  after incubation for 144 h (87 
and 300 BU/m , respectively). EntL50A was maxi  ulated in supernatants from Sc. 
cer ae L g  but, surprisingly, no EntL50B 
pro that the i vity of EntL50A in CS from Sc. 
cer  L50A A
e n  be produced in a same culture, 
Sc. 5 e B YABD03) were co-cultured in 
SCGR broth, and heterologous bacteriocin production was detected and quantified by the 
anti  b gh yeast growth was similar to 
that obtained when both p tly, antimicrobial activity of 
supernatants f  the  s ct, the maximum antimicrobial 
acti found aft  h an as s BU/ml (170 BU/mgCDW), and 
the A (10.3 ng/ml or 4.7 ng/mgCDW) and EntL50B (55.3 ng/ml 
or 2 W ectively. 
ul e ted that the concentration of EntL50B at 96 h was 21.7 ng/mgCDW. 
Interestingly, the independent antimicrobial activity of approximately these amounts of EntL50A 
(3.6 g/m D upernatants from Sc. cerevisiae 
L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 (p spectively, was determined as 
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Figure 4.3. Antimicrobial activity of supernatants from a 
co-culture of Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. 
cerevisiae L50B-4 (pYABD03) grown in SCGR broth at 
30ºC against P. damnosus CECT4797 by an ADT. 
Supernatants were obtained after incubation of cultures for 0 (1), 24 
(2), 48 (3), 72 (4), 96 (5), 120 (6), 144 (7) and 168 (8) h. Supernatant 
from a Sc. cerevisiae INVSc1-α (pYABD01) culture grown in 
SCGR broth at 30ºC for 168 h (CN) was used as negative control. 
4 (pYABD03) cultures with known bacteriocin concentrations were challenged against P. damnosus 
CECT4797, independently and mixed in a 1:1 bacteriocin ratio, by an SPAT (Fig. 4.4) and an MPA. 
The recombinant EntL50A and EntL50B together possess a greater antimicrobial activity (133 
BU/mgCDW) than that exerted by both peptides acting independently (53 and 23 BU/mgCDW, 
respectively), and the synergism degree was quantified as ca. 1.8-fold. 
 
 
 
 
 
 
Figure 4.4. Antimicrobial activity of supernatants from 
Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) (EntL50A) and Sc. 
cerevisiae L50B-4 (pYABD03) (EntL50B) cultures grown 
in SCGR broth at 30ºC, independently and combined to 
achieve a 1:1 bacteriocin ratio (EntL50A+EntL50B), 
against P. damnosus CECT4797 as determined by a 
SPAT. 
1 2 3
4 5 6
7 8 CN
EntL50A EntL50B
EntL50A + 
EntL50B
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V.4.3. Purification and characterization of enterocins L50A and L50B heterologously produced 
y Saccharomyces cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03),
espectively 
In order to achieve maximum production of recombinant bacteriocins, Sc. cerevisiae L50A-20 
pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) were precultured in SC-Ura broth at 30ºC, and
ubsequently grown in 1-liter SCGR broth at 30ºC until maximum EntL50A and EntL50B
achieved according to data shown in Table IV.3 (ca., 144 and 120 h, respectively).
oniu
ty of 12- and 21-fold, and a recovery of 11 and 22% of the bacteriocin activity originally present
n culture supernatants, respectively (Table IV.4). In a first approach, we followed the chromatographic 
rocedure previously described for bacteriocin purification from culture supernatants from the natural
ntL50 (EntL50A and EntL50B) producer strain E. faecium L50 grown in MRS broth (Cintas et al., 
995). Thus, fractions from ammonium sulfate precipitation were subjected to cation-exchange
hromatography; however, this strategy was unsuccessful since recombinant EntL50A and EntL50B,
ontrarily to natural EntL50 (EntL50A and EntL50B), did not bound to the cation exchanger matrix
results not shown). To cope with this inconvenient, fractions resulting from ammonium sulfate
recipitation from a new purification process were dessalted by gel filtration prior to cation-exchange
hromatography. Howewer, the antimicrobial activity of the fraction containg EntL50A was only a
.8% of that initially present in the culture supernatant, and the fraction containg EntL50B showed no
ntimicrobial activity (Table IV.4). Strikingly, the fractions eluted from the hydrophobic-interaction 
olumns showed a recovery of 10 and 5.9% of the initial EntL50A and EntL50B antimicrobial activity, 
espectively, and a 2,958- and 300-fold increase in specific a
sed-phase FPLC purification step resulted, in both cases, in a major absorbance peak coincident
ith the antimicrobial activity peak (results not shown). Recombinant EntL50A and EntL50B eluted at
7 and 29% (vol/vol) 2-propanol in aqueous 0.1% (vol/vol) TFA, respectively, and their final specific 
ctivity was 452- and 2,000-fold greater than that of culture supernatants. Strikingly, although the
ntimicrobial activity in these fractions only represented a recovery of 1.3 and 2.6% of the EntL50A 
nd EntL50B original activity, respectively, the corresponding amount of recombinant EntL50A and
ntL50B was determined by an NCI-ELISA to be as high as 8.6 and 23.5 µg, which represents a 46.5
nd 45.8% of the bacteriocin amount originally found in culture supernatants, respectively. The purity
nd molecular mass of recombinant EntL50A and EntL50B in fractions from 
 was further evaluated by MALDI-TOF MS. The results obtained for recombinant EntL50A 
evealed three major peptides with molecular masses ranging from 6.2 to 6.4 kDa (Fig. 4.5.A), while
ombinant EntL50B showed two major peptides with molecular masses (ca., 5,242 and 
6 Da) closely similar to that of natural EntL50B (5,178 Da), as well as a minor peptide with the 
molecular mass (5,179 Da) (Fig. 4.5.B). 
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Table IV.4. Purificati . cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03), 
respectively, grown in SCGR at 30ºC 
Purification stage Volume (ml) Tota
ct 
254)c
Increase in 
sp act 
(fold)d
Total 
activity  
(%) 
Enterocin 
yield (ng)e
Enterocin 
yield (%) 
Enterocin 
sp act 
(BU/ng)f
214
 
 
on of recombinant EntL50A and EntL50B produced by Sc
l A254a
Total 
activity 
(BU)b
Sp a
(BU/A
Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02)          
Culture supernatant 1000  24,5 6 1 100 18,500 100       7.7 80 142,100 
Ammonium sulfate preci
Gel filtration chromatogr
Cation-exchange chroma
Hydrophobic-interaction
Reversed-phase chromat
 
Sc. cerevisiae L50B-4 (p
Culture supernatant 
pitation   100       2        ND  ND ND 
aphy   200        3        ND  ND ND 
tography      50         2        ND  ND ND 
 chromatography     10           0.8 ,7        ND  ND ND 
ography         2.6           0.7 ,7     8,600      46.5       0.2 
     
YBAD03)      
1000  14,400 51,300 100       0.9 
21 15,700 
 37.4 12,800 
  3.9 1,100
14,200 17
1,900 2
46,000 
71 12   11 
42 57     9 
82 47        0.8 
50 2,958   10 
14 452        1.3 
   
   
3 1 100 
Ammonium sulfate preci
Gel filtration chromatogr
Cation-exchange chroma
Hydrophobic-interaction
Reversed-phase chromat
pitation   100       157       ND  ND ND 
aphy   200         29.6 2       ND  ND ND 
tography      50           0.5       ND  ND ND 
 chromatography     10           3.0 9       ND  ND ND 
ography         1.9           0.2 ,0 23,500      45.8         0.05 
plied by the volume in milliliters. 
teriocin units per milliliter (BU/ml) as determined by an MPA  vo
s the total activity (BU) divided by the total A254. 
ction (BU/A254) divided by the specific activity of the culture su
entration as determined by an NCI-ELISA using specific poly ntL
xpressed as the total activity (BU) divided by the enterocin yield (ng). 
64 21 22   
16 72  14  
0 0     0 
00 300        5.9 
00 2,000        2.6 
lume. 
50A or EntL50B. ND, not determined. 
10,000 
6,400
0 
2,700
1,200 6
multiplied by the total
pernatant (BU/A254). 
clonal antibodies for E
 
aAbsorbance at 254 nm multi
bAntimicrobial activity in bac
cSpecific activity expressed a
dThe specific activity of a fra
eEntL50A and EntL50B conc
fSpecific activity e
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one upper bands, respectively, thus suggesting that both recombinant 
bact
vity after gel overlay with the indicator strain P. 
damnosus CECT4797. Lane 1, purified EntL50A; lane 2, purified EntL50B. The positions of SeeBlue Pre-Stained 
Standard molecular mass markers (M) (Invitrogen) are indicated on the left. 
Recombinant EntL50A and EntL50B were also analyzed on silver-stained Tricine-SDS-PAGE 
gels (Fig. 4.6.A), resulting in one major band of the expected size in the gel slots containing EntL50A 
or EntL50B, as well as two and 
eriocin peptides display a strong tendency to form aggregates. The peptides and peptide aggregates 
were also detected by Western blotting using the anti-LR1-KLH and anti-LR2-KLH antibodies specific 
for EntL50A and EntL50B, respectively (Fig. 4.6.B), and they were shown to be biologically active by 
an overlay assay (Fig. 4.6.C). 
Figure 4.5. Mass spectrometry analysis of recombinant EntL50A (A) and EntL50B (B) purified from Sc. 
cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) cultures, respectively, grown in 
SCGR broth at 30ºC. 
Figure 4.6. (A) Tricine-SDS-PAGE of purified EntL50A and EntL50B heterologously produced by Sc. 
cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03), respectively, after silver staining. 
(B) Western blotting using rabbit polyclonal antibodies with specificity for EntL50A (anti-LR1-KLH) and 
EntL50B (anti-LR2-KLH). (C) Antimicrobial acti
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IV.5. DISCUSSION 
To our best knowledge, the present wor  reports  the first time the heterologous expression and 
secretio  rioc tL50A and EntL50B), by yeasts. A number of 
different signal peptides have been ed to secretion of foreign proteins by Sc. 
cerevis be at of the precu r of the yeast 13-residue peptide mating pheromone α-factor 1 
(MFα1 e m m het tion of proteins with sizes ranging from 24 to 
842 am ac idues (Brake, 19 huster et al., 2000; Ilgen et al., 2005). In general, soluble 
protein kin tent tion  over-expressed and efficiently secreted 
as hom ne rod to er, secretion may be inhibited in proteins 
containing hy bic regions (i.e. al sequences or trans embrane domains) (Schuster et al., 
2000). I is work, we have constructed a high-co mber and segregationally stable Sc. cerevisiae 
protein expre d r, pYABD01 (6,101 bp), ived from the 2µ-episomal plasmid 
pYES2, and containing the PGAL1 pro  for high level inducib protein expression by galactose and 
repress b lucose, MFα1 u the Ke  
processing of fusion proteins during Sec-dependent secretion. This recombinant vector system was 
successfully d for the generation of three recombinant plasmids intended to the heterologous 
product of EntL50A and EntL50B, in ge , by Sc. cerevisiae. The generated 
recomb t s Sc. cerevisi 5 0 (pYABD02), isiae L50B-4 (pYABD03), and Sc. 
cerevis 50AB-2 (pYABD04) did not exert bacteriocinogenic activity in solid media (SCGR and/or 
YPGR es is p ulat n may be due to a low bacteriocin 
product a b in cking sorption to the bacteriocin-producer cells as proposed 
for other heterologous systems (see below). However, th g culture supernatants showed 
antimicrobial activity, n p d  quantified by antimicrobial and 
immun mic ssay ding er in YPGR broth that in SCGR 
broth, the extracellular antimicrobial activity was mu n the former medium, and the 
recomb t E A and EntL50B production represented a 62 and 80% of that found in SCGR 
broth, r ct D0  these differences in bacteriocin 
extracellullar concentration may not be due to plasm  cells grown under non-selective 
conditio ., YPGR broth). Nevertheless, consider 50A and EntL50B are cationic 
peptides (Cintas et al., 1998a), they probably ad  ely charged producer yeast cell 
surface as be reviou ow r othe e hammer, 1988; Ray, 1992; Yang 
et al., 1 intas l. n over, it is known that, in general, 
bacterio sorpti to e l ersible phenomenum, being the 
maximu  ni o 0−3.0, respectively (Yang et al., 
1992). a H  . cerevisiae L50B-4 (pYABD03) 
cultures n w H 3,0 and pH 6,0, respectively), 
and thu p i   in the later medium may be also 
due to a r t ce. Besides, hydrophobic proteins 
or peptides, such as most bacteriocins, are known to interact with the producer cell membranes 
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(Sch
Therefore, it is unlikely that the phenomena cited above are the only factors responsible for the 
of the following factors in this medium: (i) existence of compounds (i.e., salt 
and/or proteins or collagen-like materials) interfering with bacteriocin activity (Schoeman et al., 1999; 
Schuster et al., 2000; Zhang et al., 2000; Beaulieu et al., 2005; Gutiérrez et al., 2005b; Ilgen et al., 
2005), (ii) (higher) aggregation of bacteriocin monomers rendering less active oligomers and/or 
mplexes with medium constituents (Criado et al. 006b), and/or (iii) higher bacteriocin degradation 
due to a higher protease activity as a result of a bination of higher cell density and cell lysis 
yielding a higher concentration of vacuolar proteases (Brey et al., 2003; Beaulieu et al., 2005; 
Gutiérrez ., 2005 riado et al., 2006b). Moreover, Sc. cerevisiae is ly known for its ability 
to perform many post-translational mo tions on sec  prote ch as proteolytic maturation, 
disulphide bond formation and addition of both O-linked and N-linked carbohydrate moieties, and as a 
result of the later event, heterologously secreted glycoproteins may be inactive and/or less active, as 
om the natural proteins (Brake et al., 1984; Brake, 1990; Cereghino and 
es in glycosilation in YPGR and SCGR may account for the differences in 
L50A and/or secretion of EntL50B at 
higher levels. Respect to the latter possibilitiy, it has been demonstrated that the efficiency of secretion 
depens in part on the nature characteristics of the heterologous protein (Cereghino and Cregg, 2000; 
Schuster et al., 2000; Cereghino et al., 2002); however, we consider unlikely that this phenomenum is 
responsible for the differences in EntL50A and EntL50B concentrations found in the respective 
supernatants since both peptides are highly-related (72% identity), show similar physico-chemical 
characteristics, such as molecular weight, charge, pI and hydrophobicity, and share 31 out of 44 and 43 
amino acid residues, especially at the N-terminus, including the first eight amino acid residues (Cintas 
et al., 1998a, 2000d). Moreover, it is widely known that hydrophobic proteins, such as most 
bacteriocins, interact with the producer cell membranes (Schiffer et al., 1992; Schoeman et al., 1999). 
In this respect, the higher hydrophobicity of EntL50A (Cintas et al., 2000d) may result in a higher 
iffer et al., 1992; Schoeman et al., 1999). In this respect, EntL50A is more hydrophobic than 
EntL50B (GRAVY indexes of 0.202 and – 0.144, respectively) (Cintas et al., 2000d), which may lead 
to a higher EntL50A stucking within the yeast cytoplasmic membrane after the initial pH-dependent 
cell-surface adsorption, and thus to a lower peptide concentration in the respective supernatants. It is 
pertinent to note that when comparing the antimicrobial activity of the same bacteriocin concentrations 
in supernatants from cultures grown in SCGR and YPGR broth, the former values were much higher. 
well as antigenically distinct fr
differences observed in the antimicrobial activity found in supernatants from cultures grown in these 
media. At first glance, the lower antimicrobial activity found in YPGR broth may be also partially 
ascribed to one or more 
et al b; C  wide
difica reted ins su
co , 2
com
Cregg, 2000; Schuster et al., 2000; Ilgen et al., 2005). However, it should be noted that glycosilation 
sites are not found within EntL50A and EntL50B molecules, being thus unlikely that qualitative or 
quantitative differenc
bacteriocin activity observed when both media.  
The maximum amount of EntL50A produced by Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) in SCGR 
and YPGR broth was approximately 3- to 4-fold lower, respectively, than that of EntL50B produced by 
Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) in the same media. At first glance these differences may be 
ascribed to higher C-terminal proteolytic degradation of Ent
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stucking within the yeast cytoplasmic membrane after the initial pH-dependent cell-surface adsorption. 
On the contrary, EntL50A and EntL50B are produced at equimolar amounts by the wild-type 
bacteriocin producer E. faecium L50 (Criado et al., 2006b). In previous studies (Cintas et al., 1998a; 
Basanta et al., 2008a) we have shown that in vitro synthesized EntL50A and EntL50B act 
synergistically, being the synergistic effect higher when both peptides are mixed in a 1:1 ratio. 
Therefore, in this work, we further evaluated the recombinant paired production of EntL50A and 
EntL50B by a single Sc. cerevisiae strain. Similarly as Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. 
cerevisiae L50B-4 (pYABD03), the recombinant strain Sc. cerevisiae L50AB-2 (pYABD04) did not 
exert any bacteriocinogenic activity in solid media (SCGR plates); however, antimicrobial activity was 
found in culture supernatants. Interestingly, production of EntL50A by Sc. cerevisiae L50AB-2 
(pYABD04) was 24% higher than by Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02), but, strikingly, EntL50B 
was not produced. In order to confirm that the recombinant plasmid pYABD04 contained the correct 
nucleotide sequence, several attempts to sequence the fragment α-L50A-α-L50B were done, but, 
surprisingly, the sequence was blocked immediately after the last codon of MFα1s fused to entL50A. 
To cope with this sequence blockage, the fragment α-L50A-α-L50B was digested with HindIII-SmaI 
and SmaI-XbaI to generate the fragments α-L50A and α-L50B, respectively, which were completely 
sequenced revealing the correct sequence. Considering these results and the high similarity between 
EntL50A and EntL50B (Cintas et al., 1998a, 2000d), we hypothesized that DNA secondary structures 
may be established in the fragment α-L50A-α-L50B, and likely also in the corresponding mRNA, 
leading to the blockage of entL50B expression, at the transcriptional and/or translational level, and to a 
higher expression of entL50A. In this respect, it is known that secondary structures inhibit translational 
initiation in Sc. cerevisiae (Oliveira et al., 1993; Vega-Laso et al., 1993). Although the paired 
production of EntL50A and EntL50B by a single Sc. cerevisiae strain was not achieved, we succeeded 
in the co-production of both peptides by co-culturing Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. 
cerevisiae L50B-4 (pYABD03). These results suggested that, as further confirmed using supernatants 
from Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) (Fig. 4.4), 
recombinant EntL50A and EntL50B act synergistically, mainly at 1:1 ratio, similarly as in vitro 
synthesized EntL50A and EntL50B (Cintas et al., 1998a; Basanta et al., 2008a). 
To date, bacteriocin secretion by Sc. cerevisiae has only been described for the class IIa 
bacteriocins PedPA-1 from P. acidilactici PAC1.0 and Plt423 from Lb. plantarum 423 (Schoeman et 
al., 1999; van Reenen et al., 2003). Contrarily to our results, recombinant strains of Sc. cerevisiae 
heterologously expressing and secreting PedPA-1 or Plt423, under control of the alcohol 
dehydrogenase I gene promoter (PADH1), showed antimicrobial activity on solid media. However, only 
low extracellular bacteriocin yields were obtained in supernatants from the recombinant yeasts, likely 
due to bacteriocin stucking within the cytoplasmic membrane or adsorption to the bacteriocin-producer 
cells, and no bacteriocin activity could be detected in supernatants without concentration (Schoeman et 
al., 1999; van Reenen et al., 2003). 
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Notwithstanding the maximum amount of EntL50A and EntL50B heterologously produced by Sc. 
cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03), respectively, only 
represented an approximately 4 and 11% of the maximum production by E. faecium L50 (217 and 210 
ng/mgCDW, respectively) (Criado et al., 2006b), the relevance of the strategy developed in this work 
is highlighted, among other considerations (see below), by the fact that it has permitted for the first 
time the independent purification of these highly-related peptides showing similar physico-chemical 
characteristics (Cintas et al., 1998a, 2000d). In the present work, recombinant EntL50A and EntL50B 
have been purified from culture supernatants from Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. 
cerevisiae L50B-4 (pYABD03), respectively, grown in the minimal medium SCGR. Previously, we 
described the purification of the natural bacteriocin from cultures of E. faecium L50 grown in the 
complex medium MRS broth by using a similar protocol, but lacking the gel filtration chromatography 
step; however, the resulting final fraction was shown to contain a mixture of both peptides EntL50A 
and EntL50B (Cintas et al., 1995, 1998a). It is known that during the purification of low molecular 
weight hydrophobic and/or amphiphilic bacteriocins, such as EntL50A and EntL50B (Cintas et al., 
1998a, 2000d), bacteriocin molecules easily aggregate with proteinaceous compounds from the 
medium and/or lysated cells (Cintas et al., 2001). In this respect, the activity yields of the ammonium 
sulfate precipitation step obtained during purification of recombinant EntL50A and EntL50B were 
approximately 8- and 4-fold lower, respectively, than that found during purification of the natural 
bacteriocin (Cintas et al., 1995). This efffect could be due to the overall lower protein concentration in 
supernatants from cultures grown in SCGR broth than in MRS broth, with the concomitant reduced 
bacteriocin co-precipitation with proteinaceous compounds. Similarly, the requirement of a gel-
filtration step for the further success in the cation-exchange chromatography of the recombinant 
peptides may be explained by the fact that the highly concentrated ammonium cations may compete 
efficiently with EntL50A and EntL50B and exclude them from the anionic ligands immobilized on the 
cation-exhanger matrix, especially considering that they are barely cationic low-molecular weight 
peptides (Cintas et al., 2000d), and that a low total protein concentration is found in supernatants from 
cultures grown in SCGR broth. Interestingly, the antimicrobial activity of EntL50A and EntL50B was 
reversibly and drastically reduced (0.8 %) and stroke out, respectively, in the fractions eluted from the 
cation-exchanger matrix, which is likely due to the interference of the higly concentrated salts in the 
elution buffer (1M NalCl) with the electrostatic interaction of this peptides with the target cell surface. 
After the last reversed-phase FPLC purification step, recombinant EntL50A and EntL50B were each 
one obtained in a major absorbance peak coincident with the antimicrobial activity peak. The MALDI-
TOF MS analysis of fraction containing recombinant EntL50B showed a minor peptide with exactly 
the same molecular mass as natural EntL50B (5,178 Da) (Cintas et al., 1998a), and two major peptides 
with molecular masses of 5,242 and 5,226 Da. These discrepancies may be ascribed to the spontaneous 
modification of the two methionine residues found in the bacteriocin molecules (Met1 and Met24) 
(Cintas et al., 1998a). In this respect, by assuming that both Met have become oxidized to methionine 
sulfone (MetSO2), an addition of 64 Da to the theoretical mass leading to a molecular mass of 5,242 Da 
would be obtained. Likewise, the peptide with a molecular mass of 5,226 Da would be the result of 
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conversion of Met residues to MetSO2 (addition of 32 Da) and methionine sulfoxide (MetSO) (addition 
of 16 Da). On the other hand, MALDI-TOF MS analysis of fraction containing recombinant EntL50A 
revealed three major peptides with a molecular mass of 6.2−6.4 kDa. At first glance, it is possible to 
speculate that EntL50A is not correctly processed by the Kex2 enzyme as a consequence of a reduced 
recognition of the cleavage site (Glu-Lys-Arg) due to a conformational interference exerted by the N-
terminus of the bacteriocin molecule; however, the high similarity between EntL50A and EntL50B 
(Cintas et al., 1998a, 2000d) allowed us to preclude this possibility. Regarding this, we favor the 
possibility that recombinant EntL50A is associated to an hitherto unknown compound. In this respect, 
it has been recently reported that heterologous production of PedPA-1 by Pc. pastoris resulted in 
secretion of recombinant bacteriocin tightly associated with some “collagen-like” material, which, 
contrarily to recombinant EntL50A, lacked of biological activity (Beaulieu et al., 2005). Apart from 
this modification, and considering the high structural similarity between EntL50A and EntL50B, it is 
likely that one or both Met in EntL50A have also become oxidized to MetSO or MetSO2, repectively. 
Regarding this, it is widely known that Met is the amino acid most sensitive to reactive oxygen, 
resulting in a wide range of peptide and proteins with a reduced biological activity (Brot and 
Weissbach, 1991; Weissbach et al., 2002). Similarly, it has been very often reported that Met residues 
in bacteriocins become spontaneously oxidized, specially during their purification to homogeneity, 
leading to loss or reduction of their antimicrobial activity (Casaus et al., 1997; Franz et al., 1999b; 
Cintas et al., 2000d; Johnsen et al., 2000). In this respect, it should be noted that although purified 
EntL50A and EntL50B exerted antimicrobial activity, it was much lower than that exerted by the 
peptides in culture supernatants, which could be partially due to the oxidation of the bacteriocin 
molecules. Thus, the amount of recombinant EntL50A and EntL50B in the fractions obtained after the 
purification procedure was approximately half of the value originally found in culture supernatants, 
while the antimicrobial activity in these fractions represented a recovery of only approximately 1−3%. 
In other words, the specific antimicrobial activity of recombinant EntL50A and EntL50B was 
drastically diminished to a 2.6 and 5.5%, respectively, during the purification process. Interestingly, it 
has been recently shown that replacing the single Met residue found in PedPA-1 by certain amino acids 
protects the peptide from oxidation, and has only minor effects on bacteriocin activity against some 
target cells (J
rget cell membrane, thereby mediating membrane 
leaking and subsequent cellular death (Fimland et al., 1996; Chen et al., 1997b; Miller et al., 1998; 
ohnsen et al., 2000). As beer production includes a step in which the wort is thoroughly 
aerated to promote brewing yeast growth and thus enhance the start-up of fermentation (Vaughan et al., 
2005), the susceptibility of EntL50A and EntL50B to oxidative partial inactivation may hamper their 
application as beer biopreservatives at this stage of the brewing process. However, the possiblility 
exists to develop engineered variants of EntL50A and EntL50B with an increased stability against 
oxidation by replacing one or both Met residues by other amino acids, once undoubtely provided that 
this replacement is not deleterious for bacteriocin activity. In this context, replacement of Met residues 
at the somewhat less conserved hydrophobic and/or amphiphilic C-terminal half of bacteriocins (e.g., 
Met24 in EntL50A and EntL50B) should be carefully addressed since, in general, this region is thought 
to penetrate into the hydrophobic part of the ta
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Fimland et al., 2000; Johnsen et al., 2000; Fimland et al., 2002; Kazazic et al., 2002; Johnsen et al., 
2005a). 
EntL50A and EntL50B heterologously produced by Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. 
cerevisiae L50B-4 (pYABD03), respectively, were further characterized by Tricine-SDS-PAGE, 
Western blotting and an overlay asssay, which showed their strong tendency to form aggregates, likely 
due to hydrophobic interactions. It is worthy to note that recombinant EntL50A and EntL50B migrated 
with an apparent molecular mass of about 7,000 Da, while we previously found that natural EntL50 
(EntL50A and EntL50B) from the wild-type strain migrated as a 3,600 Da protein (Cintas et al., 1995). 
These differences may be explained by the following factors: (i) the bands visualized in the gels are 
indeed dimers of recombinant EntL50A or EntL50B, and/or (ii) these peptides migrate differently 
when electrophoresed independently and together, as a result of changes in the molecule conformation 
due to peptide-peptide interactions. Despite of that, recombinant peptides and peptide aggregates were 
shown to be biologically active and specifically detected using antibodies against the C-terminus of 
natural EntL50A and EntL50B produced by the wild-type strain E. faecium L50 (Cintas et al., 1998a; 
Criado et al., 2006b). 
The results described hereby clearly demonstrate the suitability of the generated MFα1s-containing 
recombinant vector pYABD01 to direct efficiently heterologous secretion of EntL50A and EntL50B by 
Sc. cerevisiae through the yeast Sec system, resulting in the presence of biologically active peptides in 
yeast culture supernatants. Moreover, these results highlight the feasibility of the beer biopreservation 
strategy consisting on the use of genetically engineered bacteriocinogenic Sc. cerevisiae brewing yeasts 
as a part of a hurdle preservation technology to obtain safer and more stable beers by eliminating beer-
spoilage bacteria (Schoeman et al., 1999; van Reenen et al., 2003; Vaughan et al., 2005). However, 
despite our promising results, further research effort is needed to achieve optimization of bacteriocin 
production, increased bacteriocin stability under oxidative stress and paired production of EntL50A 
and EntL50B by a single yeast strain (i.e., by including a strong transcription terminator and a second 
promoter between both bacteriocin structural genes). In principle, optimization of heterologous 
expression and secretion of EntL50A and EntL50B may be addressed by one or more of the following 
strategies: (i) replacing the galactose-inducible promoter by other strong and tightly regulated 
promoter, such as that of the alcohol dehydrogenase I gene (Schoeman et al., 1999); (ii) using a 
different Kozak translation initiation sequence (Kozak, 1992); (iii) taking advantages of optimal codon 
usage (Sreekrishna et al., 1997; Tsuchiya et al., 2003); (iv) using a higher copy number plasmid or 
multiple integrative vectors (Gorgens et al., 2004); (v) incorporating a positively charged amino acid 
residue at the N-terminus of the signal peptide (Tsuchiya et al., 2003); (vi) using protease-deficient 
host strains (Sreekrishna et al., 1997; Trucksis et al., 1997); (vii) enhancing the cellular mass by 
growing the producer yeasts in a fermentor (Cereghino et al., 2002); and/or (viii) appropriate flask 
designs (Villate et al., 2001). 
Finally, the development of bacteriocinogenic laboratory and brewing yeast strains over-
expressing these two broad spectrum antimicrobial peptides may facilitate not only future applications 
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of EntL50 (EntL50A and EntL50B) as biopreservative in breweries and other food industries, but also 
higher production of recombinant bacteriocin to conduct further studies such as those on bacteriocin 
structure-function relationships and molecular mode of action, which are of great applied and scientific 
interest and remain to be unravelled. 
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V. Heterologous expression and secretion of enterocin L50 (L50A and L50B) by Pc. pastoris 
V.1. ABSTRACT 
The broad antimicrobial spectrum of the multiple bacteriocin producer strain Enterococcus 
faecium L50 against spoilage and food-borne pathogenic bacteria, and human and animal clinical 
pathogens is mainly due to the production of enterocin L50 (EntL50), a bacteriocin consisting of two 
leader-less antimicrobial peptides, enterocin L50A (EntL50A) and enterocin L50B (EntL50B). In this 
work, we report the successful expression and secretion of biologically active EntL50A and EntL50B, 
separately and together, by the methylotrophic yeast Pichia pastoris. The structural genes of EntL50A 
(entL50A) and EntL50B (entL50B), fused to the yeast gene region encoding the mating pheromone α-
factor 1 secretion signal (MFα1s), were cloned, separately and together (entL50AB), into the Pc. 
pastoris expression and secretion vector pPICZαA, under control of the methanol-inducible alcohol 
oxidase promoter (PAOX1), generating the plasmids pBAS01 (entL50A), pBAS02 (entL50B), and 
pBAS03 (entL50AB). The recombinant plasmids were further integrated into the genome of Pc. 
pastoris X-33 resulting in the strains Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01), Pc. pastoris X-33B-33 
(pBAS02), and Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03). EntL50A and/or EntL50B production by 
recombinant yeasts, grown both in buffered methanol-complex and minimal media (BMMY and 
BMM, respectively), was evaluated and quantified by using microbiological methods and specific anti-
LR1-KLH (for EntL50A), and anti-LR2-KLH (for EntL50B) antibodies in a noncompetitive indirect 
enzyme-linked immunosorbent assay (NCI-ELISA). The recombinant yeasts displayed antimicrobial 
activity both in solid and liquid media, and the maximum antimicrobial activity was found in culture 
supernatants from Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) (310 BU/mg cell dry weight [CDW]) grown in 
BMM, followed by Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) (95 BU/mgCDW) grown in BMMY, and Pc. 
pastoris X-33AB-27 (pBAS03) (65 BU/mgCDW) grown in BMM. Likewise, biologically active 
recombinant EntL50A and/or EntL50B were efficiently secreted both in media being the maximum 
production achieved by cultures of Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) (1,240 ng of EntL50B/mgCDW) 
grown in BMMY, followed by Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) (228.5 ng of EntL50A/mgCDW) 
grown in BMM, and Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) (39.3 ng of EntL50B/mgCDW and 32.8 ng of 
EntL50A/mgCDW) grown in BMM. Both recombinant EntL50A and EntL50B were purified from 
supernatants of Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02), respectively, 
grown in BMMY, and their mass spectrometry analyses demonstrated that both peptides are correctly 
processed by the Kex2 enzyme, and that EntL50A is probably associated to an hitherto unknown yeast 
compound. Tricine SDS-PAGE and Western blotting analyses of recombinant EntL50A and EntL50B 
revealed one major band with the expected size and their tendency to aggregate, and an overlay assay 
demonstrated the biological activity of both bacteriocin peptides processed and secreted by Pc. pastoris 
directed by MFα1s through the yeast Sec system. 
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V.2. INTRODUCTION 
Lactic acid bacteria (LAB) play an important role in food and beverage fermentations, either as 
natural microflora or starter culture added under controlled conditions to ensure and enhance the 
development of the desired changes in texture, flavour, colour, digestibility and nutritional qualities of 
the fermented products (Nes et al., 1996; Cintas et al., 1998b; O’Sullivan et al., 2002a; Deegan et al., 
2006). Moreover, during the last years insight has been gained into the potential use of certain LAB to 
extend the shelf life and warrant the safety of foods and beverages in combination with other 
antimicrobial barriers (Stiles, 1996; Ross et al., 2002; Ringø et al., 2005; Vaughan et al., 2005; Deegan 
et al., 2006). This so-called biopreservative effect is mainly due to the ability of LAB to inhibit the 
growth of spoilage and food-borne pathogenic bacteria, especially by the production of fermentation 
end products (e.g., lactic acid) and the secretion of ribosomally-synthesized antimicrobial peptides 
referred to as bacteriocins (Cintas et al., 2001; Cleveland et al., 2001; Diep and Nes, 2002; Deegan et 
al., 2006). 
Bacteriocins are a heterogeneous group of ribosomally synthesized antimicrobial peptides 
produced by both Gram-negative and Gram-positive bacteria (Jack et al., 1995; Cintas et al., 2001; 
Skaugen et al., 2003; Franz et al., 2007; Nes et al., 2007). LAB bacteriocins may be classified into 
three main classes: (I) the lantibiotics, or post-translationally modified peptides; (II) the non-modified, 
small, heat-stable peptides; and (III) the large, heat-labile protein bacteriocins. Class II bacteriocins are 
non-modified small heat-stable peptides (Nes et al., 1996; Nes and Holo, 2000; Eijsink et al., 2002), 
that are grouped into five subclasses: (i) the subclass IIa comprises of pediocin-like bacteriocins with a 
conserved N-terminal motif (YGNGVxC); (ii) the subclass IIb is made up of bacteriocins whose full 
activity is dependent on the presence of two different peptides; (iii) the subclass IIc is made up of 
leaderless bacteriocins; (iv) the subclass IId includes the circular bacteriocins; and (v) the subclass IIe 
includes other peptide-bacteriocins (Garneau et al., 2002; Skaugen et al., 2003; Drider et al., 2006; 
Franz et al., 2007; Nes et al., 2007). 
Production of most class II bacteriocins relies on a well-conserved genetic organization including 
at least four genes which may, or may not, be located on the same transcription unit, but are usually 
organized in one or two operon-like structures in gene clusters: (i) the structural gene encoding the 
prebacteriocin; (ii) the gene encoding the dedicated immunity protein, which confers producer self-
protection against the toxicity of the bacteriocin; (iii) a gene encoding a dedicated ATP-binding 
cassette (ABC) transporter required for processing and transport of the bacteriocin; and (iv) a gene 
encoding an accessory protein required for proper bacteriocin externalization (Nes et al., 1996; 
Skaugen et al., 2003). In those cases of bacteriocins whose production is transcriptionally regulated by 
a three-component signal-transduction system, three additional genes encoding a dedicated pheromone 
peptide (the induction factor), a histidin protein kinase (the sensor protein), and a response regulator 
(the effector protein) are also found (Nes et al., 1996; Nes and Eijsink, 1999; Ennahar et al., 2000; 
Skaugen et al., 2003). All lantibiotics and most class II bacteriocins are synthesized as biologically 
inactive precursors containing an N-terminal extension (the so-called double-glycine-type leader 
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sequence or the Sec-dependent signal peptide), which is cleaved off concomitantly with secretion of 
the active bacteriocin (Nes et al., 1996; Cintas et al., 2001; Skaugen et al., 2003; Drider et al., 2006). 
Interestingly, a few LAB bacteriocins (subclass IIc) described to date are synthesized without an N-
terminal extension, including EntL50 (EntL50A and EntL50B) (Cintas et al., 1998a), enterocin Q 
(EntQ) (Cintas et al., 2000d), enterocin EJ97 (Sánchez-Hidalgo et al., 2003), and the bacteriocin LsbB 
(Gajic et al., 2003). For some of these leaderless bacteriocins it has been shown that secretion is 
mediated by ABC transporters or, even, ABC-type multidrug resistance (MDR) transporters (Gajic et 
al., 2003; Sánchez-Hidalgo et al., 2003; Criado et al., 2006a). 
Notwithstanding bacteriocins may exert their antimicrobial effect by different mechanism, the 
majority of these compounds share a common mode of action depending on the pore formation in the 
cell envelope of sensitive microorganisms (Moll et al., 1999b; Nes and Holo, 2000; Deegan et al., 
2006). Nisin A (NisA) and other class I lantibiotic bacteriocins form pores that disrupt the proton 
motive force and the pH equilibrium causing leakage of ions and hydrolysis of ATP resulting in cell 
death (Benz et al., 1991; Deegan et al., 2006). Moreover, it has been shown that NisA also interferes 
with cell wall biosynthesis by binding to the peptidoglycan precursor lipid II (Breukink et al., 1999; 
Diep and Nes, 2002; Deegan et al., 2006). Most class II bacteriocins form pores that cause disruption 
of the cell membrane, depletion of intracellular ATP and leakage of amino acids and ions, and 
subsequent cellular death (Diep and Nes, 2002; Deegan et al., 2006; Drider et al., 2006; Diep et al., 
2007). The hydrophilic, cationic and highly conserved N-terminal region of class IIa bacteriocins 
seems to mediate bacteriocin binding to the target cell surface through electrostatic interactions, while 
the somewhat less conserved and more hydrophobic and/or amphiphilic C-terminal region is thought to 
determine their antimicrobial spectrum and to penetrate into the hydrophobic part of the target cell 
membrane, thereby mediating membrane leaking (Fimland et al., 1996; Chen et al., 1997b; Miller et 
al., 1998; Fimland et al., 2000, Johnsen et al., 2000; Fimland et al., 2002; Kazazic et al., 2002; Johnsen 
et al., 2005a). Although not fully elucidated, the role of the mannose permease EIItman of the 
phosphotransferase system, a sugar uptake/phosphorylation system, as a putative receptor for class IIa 
bacteriocins interacting with the membrane-permeabilizing C-terminal hairpin domain and thus being 
involved in bacteriocin target cell specificity has been suggested (Ramnath et al., 2004; Johnsen et al 
2005a; Deegan et al., 2006; Drider et al., 2006; Diep et al., 2007). 
The increasing preferences of actual consumers for safe and minimally processed products with no 
chemical preservatives, but possessing an adequate and extended shelf-life, has spurred a world-wide 
scrutiny over the past few years for the identification and characterization of bacteriocins suitable for 
application as food biopreservatives (Cleveland et al., 2001; Cotter et al., 2005b; Deegan et al., 2006). 
However, despite of the large and evergrowing number of LAB bacteriocins identified and, in some 
cases, characterized so far, NisA is the only bacteriocin legally accepted for use as food additive in 
some foods and beverages. In this respect, this bacteriocin is internationally approved in over 50 
countries, including Europe (since 1983) and the United States (since 1988), as food additive in certain 
types of cheeses (Delves-Broughton et al., 1996; Cleveland et al., 2001; O´Sullivan et al., 2002a; 
Cotter et al., 2005b). Likewise, NisA has been aproved as beer additive in Australia and New Zealand 
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at levels compliant with good manufacturing practice (Delves-Broughton et al., 1996). The difficulties 
encountered for legal approval of new bacteriocins as food additives, as well as other factors including 
the low bacteriocin production from the bacteriocinogenic cultures, which hinder biochemical 
characterization of bacteriocins and evaluation of their in situ effectiveness in food systems and safety 
and toxicological evaluation, have spurred the development and evaluation of two alternative 
bacteriocin-based food biopreservation strategies consisting on (i) the use of a substrate previously 
fermented by a bacteriocinogenic strain as a food ingredient, or (ii) the inoculation of a culture to 
produce the bacteriocin in situ in fermented foods (Stiles, 1996; Cotter et al., 2005b; Deegan et al., 
2006). However, the practical application of these strategies may be hindered by one or more of the 
following factors: (i) the unsuitability of the food substrate composition and/or the conditions 
prevailing during the food fermentation processes for bacterial growth and/or bacteriocin production; 
(ii) the spontaneous loss of bacteriocin-production ability; (iii) the low bacteriocin production and the 
difficulties encountered for scaling up; (iv) the potential negative effects of the bacteriocinogenic 
microorganism metabolic activities on the organoleptic characteristics of the fermented product; and, 
for some bacteriocinogenic LAB species (e.g., the enterococci, see below) (v) the questionability of 
their safety for human and animal consumption (i.e., Generally Recognized As Safe status, GRAS or 
its European synonimus concept of Qualified Presumption of Safety, QPS) (Daeschel, 1993; Holzapfel 
et al., 1995; Leroy et al., 2002; Leroy and de Vuyst, 2005; de Vuyst and Leroy, 2007; Hummel et al., 
2007b; Gálvez et al., 2007). To cope with the aforementioned challenges, a great interest in the 
production of the most active bacteriocins in heterologous hosts has raised during the last years, which 
may lead to the: (i) availability of selected hosts recognized as GRAS or QPS, adapted to particular 
food enviroments (e.g., starter or adjunct cultures) with the ability to produce bacteriocins in situ; (ii) 
generation of food ingredients with adequate bacteriocin yields; (iii) strict control of bacteriocin gene 
expression at the transcriptional and/or translational levels; (iv) optimization of bacteriocin production 
and purification; and (v) construction of multibacteriocinogenic strains with a wider antagonistic 
spectrum and more effective to avoid the emergence of bacteriocin-resistant bacterial populations, all 
of them contributing to a more effective and versatile applicability of bacteriocins and 
bacteriocinogenic strains as food biopreservatives and starter/protective cultures, respectively 
(Makrides, 1996; Gutiérrez et al., 2005c; Gutierrez et al., 2006). 
The enterococci are widely known for their important role in the fermentation and ripening of 
cheeses, as well as for their presence in other fermented products, such as sausages, vegetables and 
olives (Franz et al., 1999a, 2003; Giraffa, 2003; Foulquié-Moreno et al., 2006). Furthermore, given 
their commensal status, enterococci are widely used as probiotics for humans and farm animals 
(Tannock and Cook, 2002; Foulquié-Moreno et al., 2006; Ogier and Serror, 2008). On the other hand, 
enterococci are unique in their great potential to produce a great variety of bacteriocins (referred to as 
enterocins), all belonging to class II except the two-peptide lantibiotic cytolysin (Gilmore et al., 1994), 
the lytic protein enterolysin A (Nilsen et al., 2003) and the lantibiotic columbicin A (Martín, 2006), 
which are good candidates for food biopreservation due to their technological properties and broad 
antimicrobial spectrum against spoilage and food-borne pathogenic bacteria, including Listeria 
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monocytogenes (Giraffa, 1995; Cintas et al., 2001; Franz et al., 2007; Nes et al., 2007). However, the 
use of enterococci as food-grade starter and/or protective cultures is highly controversial and should be 
approached with caution, since many isolates within this genus, mainly within the species 
Enterococcus faecalis, have emerged as human opportunistic pathogens encoding potential virulence 
factors and carrying antibiotic resistance genes (Franz et al., 1999a; Eaton and Gasson, 2001; Franz et 
al., 2001, 2003; Foulquié-Moreno et al., 2006; Hummel et al., 2007a; Ogier and Serror, 2008). In this 
respect, it should be noted that, in general, enterococci of food origin do not show resistance to 
clinically relevant antibiotics, such as ampicillin, penicillin, vancomycin and gentamicin (Eaton and 
Gasson, 2001; Franz et al., 2001; Foulquié-Moreno et al., 2006; Martín et al., 2006; Sánchez et al., 
2007b; Ogier and Serror, 2008). Despite of this, and to preclude concerns about the safety of 
enterococci, the possibility exists to heterologously express enterocin genes in alternative and safer 
backgrounds, including industrially interesting food-grade LAB strains. However, studies reported to 
date are very scarce and limited to those performed with the pediocin-like (subclass IIa) enterocin A 
(EntA) and enterocin P (EntP), firstly identified in E. faecium CECT492 (Aymerich et al., 1996) and E. 
faecium P13 (Cintas et al., 1997), respectively, and the circular (subclass IId) enterocin AS-48 (EntAS-
48) from E. faecalis S-48 (Gálvez et al., 1989). In this respect, EntA was heterogously produced in 
Lactococcus lactis but low production levels were achieved (O’Keeffe et al., 1999; Martínez et al., 
2000b). On the other hand, heterologous production of EntAS-48 by non-enterococcal host could not 
be achieved in a recent reported (Fernández et al., 2007). Contrarily to these results, EntP from E. 
faecium P13 (Cintas et al., 1997) has been produced by heterologous hosts including Lc. lactis 
(Herranz and Driessen, 2005; Gutiérrez et al., 2006), Escherichia coli (Gutiérrez et al., 2005c), 
Methylobacterium extorquens (Gutiérrez et al., 2005b), and Pc. pastoris (Gutiérrez et al., 2005a). 
Yeast, mainly Saccharomyces cerevisiae and Pc. pastoris, have been frequently used for the large-
scale heterologous production of a variety of functional proteins (Cereghino and Cregg, 1999; 
Schoeman et al., 1999; Cereghino and Cregg, 2000; Schuster et al., 2000; Beaulieu et al., 2005). 
Moreover, the methylotrophic yeast Pc. pastoris has been successfully used for the heterologous 
expression of hundreds of proteins (Cereghino and Cregg, 2000; Cereghino et al., 2002; Ilgen et al., 
2005; Han et al., 2006; Sebban-Kreuzer et al., 2006). The increasing popularity of this expression 
system can be attributed to several factors, most importantly: (i) the simplicity of techniques needed for 
the genetic manipulation of Pc. pastoris, and their similarity to those of Sc. cerevisiae, one of the most 
well-characterized experimental systems in modern biology; (ii) the availability of expression systems 
as commercially kits containing efficient vectors with strong promoters permitting the integration of 
expression plasmids at specific sites in the Pc. pastoris genome, in either in single or multiple copies, 
and driving high-level expression of foreign genes; (iii) the existance of well-established fermentation 
methods that allow the growth of Pc. pastoris at high cell densities, and thus the production of foreign 
proteins at high levels (10 to 100-fold higher than in Sc. cerevisiae); and (iv) the ability of Pc. pastoris 
to perform many protein modifications, such as glycosilation, disulfide-bond formation, and proteolytic 
processing (Cereghino and Cregg, 1999, 2000; Cregg et al., 2000; Ilgen et al., 2005; Han et al., 2006; 
Sebban-Kreuzer et al., 2006). In spite of the high versatility of this yeast expression system, 
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heterologous production of bacteriocins by Pc. pastoris has been barely addresed. In this respect, 
pediocin PA-1 (PedPA-1) from Pediococcus acidilactici PAC1.0 was expressed and secreted by Pc. 
pastoris but the bacteriocin was rendered biologically inactive (Beaulieu et al., 2005). On the contrary, 
the heterologous production of biologically active EntP from E. faecium P13 by Pc. pastoris 
demonstrated the possibility of developing bacteriocin-producing Pc. pastoris strains (Gutiérrez et al., 
2005a). 
E. faecium L50, a strain isolated from a Spanish dry-fermented sausage (Cintas et al., 1995), 
produces three bacteriocins (four peptides): (i) EntP is a pediocin-like bacteriocin (subclass IIa) 
synthesized with a Sec-dependent N-terminal extension (signal peptide); (ii) EntL50 is a two-leader-
less peptide bacteriocin; and (iii) EntQ is a subclass IIc leader-less bacteriocin (Cintas et al., 1998a, 
2000d; Criado et al., 2006b). Moreover, multiple bacteriocin production by E. faecium L50 is a 
temperature-regulated process: EntL50 is produced at 16−42ºC but production is negligible when the 
growth temperature is above 37ºC, whereas EntP and EntQ are synthesized at temperatures ranging 
from 16 to 47ºC (Cintas et al., 2000d; Criado et al., 2006b). Recently, Criado et al. (2006a) have 
demonstrated that the genetic determinants of E. faecium L50 required for the production of, and 
immunity against, EntL50, EntQ and EntP are located on the 50-kb-plasmid pCIZ1, the 7.4-kb-plasmid 
pCIZ2, and the pCIZ1 and chromosome from E. faecium L50, respectively. EntL50 is composed of two 
highly-related leader-less antimicrobial peptides termed EntL50A and EntL50B, consisting of 44 and 
43 amino acids, respectively, and sharing 72% sequence identity, most pronounced at the N-terminus 
of the molecules (Cintas et al., 1998a, 2000d), and thus may be categorized in either subclass IIb and 
IIc. The structural genes entL50A and entL50B are colinearlly arranged and followed by a rho-
independent transcriptional terminator, and Northern analyses revealed that both genes are 
cotranscribed in a single small bicistronic mRNA (ca., 0,4 kb) (Cintas et al., unpublished results; 
Criado, 2006). Expression in vivo in E. coli and in vitro coupled transcription/translation experiments 
revealed that entL50A and entL50B are the only genes required to obtain EntL50 activity, strongly 
indicating that these bacteriocins are not post-translationally modified (Cintas et al., 1998a). Besides, 
in vitro synthesis analyses also demonstrated that EntL50A and EntL50B possess antimicrobial activity 
on their own, being EntL50A the most active peptide, but when the two peptides were combined a 
synergistic effect was observed (Cintas et al., 1998a; Basanta et al., 2008a). Recently, it has been 
demonstrated that EntP and EntQ are secreted by the Sec traslocase (Herranz and Driessen, 2005) and a 
dedicated ABC-type MDR transporter (Criado et al., 2006a), respectively. However, the mechanism 
involved in secretion of EntL50 (EntL50A and EntL50B) still remains unknown, although the 
involvement of a multicomponent ABC transporter in bacteriocin externalization has been recently 
suggested (Criado, 2006). E. faecium L50 possesses a broad antimicrobial spectrum, mainly exerted by 
EntL50 (EntL50A and EntL50B), including: (i) food-borne pathogenic bacteria, such as Clostridium 
botulinum, Clostridium perfringens and L. monocytogenes; (ii) food-spoilage LAB, such as 
Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Pediococcus spp., etc.; and (iii) human and 
animal clinical pathogens, such as Streptococcus agalactiae, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, 
Streptococcus parasanguis and Streptococcus pneumoniae (Cintas et al., 1998b, 2000d; Basanta et al., 
Antonio Basanta Díaz 236
V. Heterologous expression and secretion of enterocin L50 (L50A and L50B) by Pc. pastoris 
2008a). In recent previous works, we reported the interesting characteristics and technological 
properties of EntL50 as beer biopreservative (Basanta et al., 2008a), and constructed the expression 
and secretion vector pYABD01 for Sc. cerevisiae, intended for the development of bacteriocinogenic 
yeast strains heterologously producing EntL50 (EntL50A and EntL50B) (Basanta et al., 2008b). For 
this purpose, entL50A and entL50B were cloned, separately and together, in pYABD01 under control 
of the galactose-inducible promoter (PGAL1), and the respective proteins, fused to MFα1s, further 
expressed in Sc. cerevisiae. Although, recombinant EntL50A and EntL50B were secreted as 
biologically active peptides by Sc. cerevisiae, directed by MFα1s through the yeast Sec system, it was 
not possible to achieve their simultaneous production by a single yeast strain, and the bacteriocin yields 
were lower than expected. 
To cope with these inconveniences, we evaluate in the present work the use and functionality of 
Pc. pastoris as heterologous host for the expression and secretion of EntL50 (EntL50A and EntL50B). 
For this purpose, entL50A and entL50B, fused to MFα1s, were cloned, separately and together, into the 
Pc. pastoris expression and secretion vector pPICZαA, under control of PAOX1. By using this approach, 
bacteriocinogenic strains of Pc. pastoris heterologously producing one or both biologically active 
leader-less peptides of EntL50 (EntL50A and/or EntL50B) were generated. 
V.3. MATERIALS AND METHODS 
V.3.1. Microorganisms, plasmids, media, and culture conditions 
The sources and relevant genotypes of microorganisms and plasmids used in this work are listed in 
Table V.1. EntL50 (EntL50A and EntL50B)-producing strain E. faecium L50 and the indicator strain 
Pediococcus damnosus CECT4797 (EntL50 sensitive; EntL50s) (Table III.2) (Basanta et al., 2008a) 
were grown aerobically in MRS broth (pH 6.2; Oxoid Ltd., Basingstoke, United Kingdom) at 30ºC. E. 
coli High Efficiency JM109 (Promega Corporation, Madison, Wis.), and E. coli MAX Efficiency 
DH5α (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, Calif.) competent cells were propagated in Luria 
Bertani (LB) broth (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, Mo.) at 37ºC with shaking (200−250 rpm). 
Kanamycin (Kan, 50 µg/ml), and zeocin (Zeo, 25 µg/ml) from Sigma-Aldrich and Invitrogen, 
respectively, were added to LB medium as selective agents for selection of E. coli transformants. Pc. 
pastoris X-33 (Invitrogen) strains were cultured in YPD broth (10 g/l yeast extract, Oxoid; 20 g/l 
peptone, Oxoid; 20 g/l glucose, Panreac Química S. A., Barcelona, Spain) (Beaulieu et al., 2005) at 
30ºC with shaking (200−250 rpm). Yeast transformants were selected in YPD plates supplemented 
with Zeo (100 µg/ml), and sorbitol (1 M, Sigma-Aldrich) at 30ºC for 96 h. In order to determine 
bacteriocin production kinetics, yeast transformants were precultured in buffered glycerol complex 
medium BMGY (10 g/l yeast extract; 20 g/l peptone; 100 mM potasium phosphate [pH 6], Merck 
Farma y Química S. A., Barcelona, Spain; 1.34% yeast nitrogen base without aminoacids, Invitrogen; 4 
× 10–5% biotin, Sigma-Aldrich; 1% glycerol, Sigma-Aldrich) (Gutiérrez et al., 2005a) until the cultures  
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Table V.1. Microorganisms and plasmids used in this study 
Strain or plasmid Relevant characteristicsa Source or referenceb
  Bacterial strains 
  
Enterococcus faecium L50 EntL50 (EntL50A and EntL50B), EntP, and EntQ producer DNBTA 
Pediococcus damnosus 4797 Indicador microorganism, EntL50s-EntPs-EntQr CECT 
Escherichia coli High 
Efficiency JM109 
Host strain, F: endA1 recA1 gyrA96 thi hsdR17 (rk-, mk+) relA1 supE44 
∆(lac-proAB). F´: traD36 proAB lacIqZ∆M15 Promega 
E. coli MAX Efficiency 
DH5α 
Host strain, supE44 ∆lacU169 (Ф80lacZ∆M15) hsdR17 recA1 gyrA96 
thi -1 relA1 Invitrogen 
  Yeast strains   
Pichia pastoris X-33 Host strain, wild-type strain for selection on Zeo, Mut+  Invitrogen 
Pc. pastoris X-33A Pc. pastoris X-33 derivative carrying pBAS01, EntL50A producer, Zeor This work 
Pc. pastoris X-33B Pc. pastoris X-33 derivative carrying pBAS02, EntL50B producer, Zeor This work 
Pc. pastoris X-33AB Pc. pastoris X-33 derivative carrying pBAS03, EntL50A and EntL50B producer, Zeor This work 
Pc. pastoris X-33C Pc. pastoris X-33 derivative carrying pPICZαA, Zeor This work 
  Plasmids   
pPICZαA Pc. pastoris 3.6-kb expression and secretion vector carrying methanol-inducible promoter (PAOX1), 5´AOX1 region, MFα1s, Zeor Invitrogen 
pTBS02 PCR2.1-TOPO derivative carrying entL50A Basanta et al., 2008b 
pTBS03 PCR2.1-TOPO derivative carrying entL50B Basanta et al., 2008b 
pBAS01 pPICZαA derivative carrying entL50A This work 
pBAS02 pPICZαA derivative carrying entL50B This work 
pBAS03 pBAS01 derivative carrying MFα1s fused in frame to entL50B This work 
aMFα1s, yeast gene region encoding the mating pheromone α-factor 1 secretion signal. 
bAbbreviations: CECT, Colección Española de Cultivos Tipo (Valencia, Spain); DNBTA, Departamento de Nutrición, Bromatología y 
Tecnología de los Alimentos, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid (Madrid, Spain). 
reached an optical density between 2−6 measured at 600 nm (OD600). Subsequently, the cells were 
harvested by centrifugation, washed with BMGY (without glycerol), and resuspended, to an OD600 of 
1, in buffered methanol-complex medium BMMY (10 g/l yeast extract, 20 g/l peptone, 100 mM 
potasium phosphate [pH 6]; 1.34% yeast nitrogen base without aminoacids; 4 × 10–5% biotin; 0.5% 
methanol, Merck), and in buffered methanol-minimal medium BMM (100 mM potasium phosphate 
[pH 6], 1.34% yeast nitrogen base without aminoacids, 4 × 10–5% biotin, 0.5% methanol) (Gutiérrez et 
al., 2005a). Agar plates were made by adding 1.5 or 2% (wt/vol) agar (Oxoid) to the broth media for 
LAB and E. coli, and Pc. pastoris, respectively. MRS soft agar used in the spot-on-agar test (SPAT), 
described bellow, contained 0.8% (wt/vol) agar. 
V.3.2. Basic genetic techniques and enzymes 
Small and large scale plasmid DNA isolation from E. coli recombinants was carried out using the 
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche Diagnostics S. L., Madrid, Spain) and the QIAgen Plasmid 
Midi Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), respectively. Total genomic DNA from recombinant 
yeasts was isolated using the Wizard® DNA Purification Kit as suggested by the manufacturer 
(Promega). Oligonucleotide primers (Table V.2) were obtained from Sigma-Genosys Ltd. (Cambridge, 
United Kingdom). PCR amplifications were performed in 50 µl reaction mixtures containing 1 µl of 
purified DNA, 70 pmol of each primer, and 1 U of Platinum Taq® DNA polymerase (Invitrogen). 
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Samples were subjected to an initial cycle of denaturation (97ºC for 2 min), followed by 35 cycles of 
denaturation (94ºC for 45 s), annealing (59 to 62.5ºC for 30 s), and elongation (72ºC for 30 to 75 s), 
ending with a final extension step at 72ºC for 7 min in a Techgene DNA thermal cycler (Techne, 
Cambridge, United Kingdom). The PCR-generated fragments were extracted from agarose gels using 
the Real Clean Matrix kit (Durviz S. L. U., Madrid, Spain), and purified by the QIAquick PCR 
Purification Kit (Qiagen). PCR fragments and plasmids were analyzed by electrophoresis on 2 and 
0.8% (wt/vol) agarose (Pronadisa, Madrid, Spain) gels, respectively, at 90 V for 1 h, using the 100-bp 
DNA and Supercoiled DNA ladders (Invitrogen) as molecular weight markers, respectively, with the 
Gel Doc 1000 documentation system (Bio-Rad Laboratories S. A., Madrid, Spain) used for image 
adquisition and computer analysis. Nucleotide sequencing of both strands of purified PCR products 
was done using an ABI Prism BigDye cycle sequencing Ready Reaction kit with AmpliTaq DNA 
polymerase and dye-labeled terminators and an ABI Prism 377 automatic DNA sequencer (Perkin-
Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City, Calif.) at the DNA Sequencing Service of Sistemas 
Genómicos (Valencia, Spain). Platinum Taq® DNA polymerase (Invitrogen), DNA restriction enzymes 
(New England Biolabs Inc., Beverly, Mass.), and T4 DNA ligase (Promega) were used according to the 
supplier’s instructions. E. coli High Efficiency JM109 competent cells were chemically transformed as 
suggested by the manufacturer (Promega). Pc. pastoris X-33 competent cells were obtained and 
transformed using the EasySelectTM Pichia Expression Kit (Invitrogen). The electrotransformation of 
Pc. pastoris X-33 competent cells was performed using a Gene Pulser (Bio-Rad) with the following 
parameters: 2.5 kV, 400 Ω, 25 µF and 6−8 s. 
V.3.3. Construction of the recombinant plasmids pBAS01, pBAS02 and pBAS03, and 
transformation in Pichia pastoris strains 
The specific primers used for construction and sequence confirmation of recombinant plasmids are 
listed in Table V.2. The TOPO derivative recombinant plasmids pTBS02 and pTBS03 carrying 
entL50A and entL50B structural genes, respectively, previously constructed by Basanta et al., 2008b 
were isolated from E. coli MAX Efficiency DH5α recombinant strains as described above, and 
digested with XhoI and XbaI. The 164-bp (fragment L50A) and 148-bp (fragment L50B) fragments 
were purified from agarose gels as described above. These fragments contained the nucleotides 
encoding the Kex2 signal cleavage site (AAAAGA) of MFα1s, required for protein processing during 
secretion, fused in frame to entL50A and entL50B. The purified fragments were ligated with T4 DNA 
ligase into the Pc. pastoris expression and secretion vector pPICZαA, previously digested with XhoI 
and XbaI, yielding the plasmids pBAS01 and pBAS02, respectively. In these plasmids, entL50A and 
entL50B expression is under control of the methanol-inducible alcohol oxidase promoter (PAOX1) and 
thus induced by methanol and repressed by glycerol. Fig. 5.1 summarizes the genetic constructions and 
the strategy employed for cloning of entL50A and entL50B in pPICZαA. E. coli High Efficiency 
JM109 competent cells were chemically transformed with these recombinant plasmids, and the 
resulting transformants confirmed by: (i) plasmid isolation and digestion with XhoI and XbaI; (ii) PCR 
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Table V.2. Primers and PCR products used in this study 
Primer or PCR 
product  Nucleotide sequence
a (5´-3´) and descriptionb Fragment(s) amplified 
  Primers 
  
5AOX1 GACTGGTTCCAATTGACAAGC α-L50A-α-L50B 
3AOX1 GCAAATGGCATTCTGACATCC α-L50A-α-L50B 
Alfa5-XbaI AATTATATCTAGAATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTG α-L50B 
L50B9-SalI ATAAGTTGTCGACAACATTAATGTCTTTTTAGCCATTTTTCAATTTGATC α-L50B 
AlfaF TACTATTGCCAGCATTGCTGC FA and FB 
L50A3 ATGGGAGCAATCGCAAAATTAGTAGCAAAG entL50A 
L50A4 ATTTTAAATATGTTTTTTAATCCACTCAATG FA and entL50A 
L50B3 ATGGGAGCAATCGCAAAACTAGTGAC entL50B 
L50B4 AACATTAATGTCTTTTTAGCCATTTTTCAATTTG FB and entL50B 
  PCR products   
Fragment entL50A 138-bp fragment containing structural gene of EntL50A (entL50A)  
Fragment entL50B 136-bp fragment containing structural gene of EntL50B (entL50B)  
Fragment FA 190-bp fragment containing MFα1s fused to entL50A  
Fragment FB 188-bp fragment containing MFα1s fused to entL50B  
Fragment α-L50B 427-bp fragment containing MFα1s fused to entL50B  
Fragment α-L50A-α-
L50B 
1,030-bp fragment containing MFα1s fused to entL50A and MFα1s fused 
to entL50B 
 
aCleavage sites for restriction enzymes are underlined in the primers; Boldface type indicates nucleotide tails added to the specific 
sequences to ensure proper functioning of the restriction enzymes. 
bMFα1s, yeast gene encoding the mating pheromone α-factor 1 secretion signal including the nucleotides encoding the Kex2 signal 
cleavage site. 
amplification of 190-bp (fragment FA), and 188-bp (fragment FB) fragments using the primer pairs 
AlfaF-L50A4, and AlfaF-L50B4, respectively; and (iii) PCR amplification of 138-bp (fragment 
entL50A), and 136-bp (fragment entL50B) fragments using the entL50A and entL50B specific primer 
pairs L50A3-L50A4, and L50B3-L50B4, respectively. E. coli single colonies were used as DNA 
templates for PCR amplifications. Confirmation of the correct nucleotide sequence of pBAS01 and 
pBAS02 was done, as described above, using the pPICZαA specific primer pairs AlfaF and 3AOX1. 
The plasmid pPICZαA, lacking the bacteriocin structural genes, was also chemically transformed into 
Pc. pastoris X-33, and the resulting Pc. pastoris X-33C strain was used as a control. 
5−10 µg of pBAS01 and pBAS02 vectors isolated as described above were linearized with SacI. 
The linearized vectors were electroporated into Pc. pastoris X-33 competent cells, and transformants 
(Pc. pastoris X-33A and Pc. pastoris X-33B, respectively) were selected on YPD plates supplemented 
with Zeo (100 µg/ml), and sorbitol (1 M) as described above. In order to express and secrete 
simultaneously EntL50A and EntL50B, a new recombinant plasmid pBAS03 was constructed, 
essentially as described above for pBAS01 and pBAS02 (Fig. 5.1). Briefly, pBAS02 was used as 
template for PCR amplification of a 427-bp XbaI-SalI (fragment α-L50B), containing MFα1s fused in 
frame to entL50B, and using Alfa5-XbaI and L50B9-SalI as specific PCR primers (Table V.2). The 
forward primer, Alfa5-XbaI, contained a XbaI cleavage site, while the reverse primer, L50B9-SalI, 
included a SalI cleavage site. The purified fragment α-L50B was cloned downstream of fragment 
L50A into pBAS01, previously digested with XbaI and SalI, to yield the recombinant plasmid pBAS03 
containing the fragment α-L50A-α-L50B. This recombinant plasmid was chemically transformed into 
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Figure 5.1. Construction of the recombinant plasmids pBAS01, pBAS02 and pBAS03, derived from the Pc. 
pastoris expression and secretion vector pPICZαA, containing MFα1s including the nucleotides encoding 
the Kex2 signal cleavage site fused in frame to entL50A and/or entL50B structural genes, and under control 
of PAOX1. Size of plasmids are given in base pairs. Only relevant restriccion enzymes sites are given. 5´AOX1, promoter 
region; AOX1 TT, transcription termination; PTEF1, transcription elongation factor 1 that drives expression of the Sh ble gene 
in Pichia; PEM7, constitutive promoter that drives expression of the Sh ble gene in E. coli; Zeo, zeocin resistance gene (Sh ble 
gene); CYC1 TT, transcription termination; pUC ori, maintenance and high copy replication in E. coli; entL50A, structural 
gene of EntL50A; entL50B, structural gene of EntL50B; PLAC, constitutive promoter that drives expression of the lacZ gene in 
E. coli; f1 ori, rescue of single-stranded DNA; Kan, kanamycin resistance gene; Amp, ampicillin resistance gene. 
E. coli High Efficiency JM109 competent cells, and the resulting transformants were confirmed by: (i) 
plasmid isolation and digestion with XbaI and SalI; and (ii) PCR amplification of a 1,030-bp fragment 
(fragment α-L50A-α-L50B) using the pPICZαA specific primer pairs 5AOX1 and 3AOX1, and E. coli 
single colonies as DNA templates. Confirmation of the correct nucleotide sequence of pBAS03 was 
performed as described above. Finally, pBAS03, previously linearized with SacI, was subsequently 
transformed into Pc. pastoris X-33 competent cells as described above, generating Pc. pastoris X-
33AB transformants. The plasmid pPICZαA, lacking the bacteriocin structural genes, was also 
transformed in Pc. pastoris X-33 competent cells, and the resulting Pc. pastoris X-33C strain was used 
as a control. Primers used for PCR amplification of fragments FA, FB, α-L50B, α-L50A-α-L50B, 
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entL50A and entL50B were designed from the published nucleotide sequence of the EntL50 (EntL50A 
and EntL50B) operon (Cintas et al., 1998a), and the plasmid pPICZαA (Invitrogen). 
The presence of the integrated pBAS01, pBAS02 and pBAS03 genes in Pc. pastoris X-33A, Pc. 
pastoris X-33B and Pc. pastoris X-33AB transformants, respectively, was confirmed by PCR 
amplification using the entL50A and entL50B specific primer pairs L50A3-L50A4 and L50B3-L50B4, 
and the pPICZαA specific primer pairs 5AOX1 and 3AOX1, respectively. Likewise, the presence of 
pPICZαA in Pc. pastoris X-33C was confirmed by PCR with the pPICZαA specific primer pairs 
5AOX1 and 3AOX1. Total genomic DNA from Pc. pastoris X-33A (pBAS01), Pc. pastoris X-33B 
(pBAS02), Pc. pastoris X-33AB (pBAS03), and Pc. pastoris X-33C (pPICZαA) transformants was 
used as template for PCR amplifications. 
V.3.4. Detection and quantification of enterocins L50A and L50B heterologous production by 
microbiological and immunochemical assays 
The direct antimicrobial activity of cultures from several clones of the Pc. pastoris X-33A 
(pBAS01), Pc. pastoris X-33B (pBAS02) and Pc. pastoris X-33AB (pBAS03) transformants was 
screened by a SPAT essentially as previously described (Cintas et al., 1995), using P. damnosus 
CECT4797 as indicator microorganism. Briefly, yeast transformants were grown in YPD plates 
supplemented with Zeo (100 µg/ml) at 30ºC for 48 h. Subsequently, these yeast transformants were 
spotted onto buffered methanol-complex medium BMMY plates, and incubated at 30ºC for two to five 
days. During the incubation, methanol was daily added to attain a 0.5% final concentration to maintain 
the induction. Then, 40 ml of MRS soft agar containing about 1×105 CFU/ml of the indicator 
microorganism P. damnosus CECT4797 was poured over the plates. After further incubation for 16 h, 
the direct antimicrobial activity was detected by the presence of growth inhibition zones of the 
indicator microorganism around the spotted producer strain. 
In order to determine bacteriocin production kinetics, selected clones from Pc. pastoris X-33A 
(pBAS01), Pc. pastoris X-33B (pBAS02), and Pc. pastoris X-33AB (pBAS03) transformants were 
precultured in buffered glycerol complex medium BMGY at 30ºC with shaking until the cultures 
reached an optical density between 2−6 measured at 600 nm (OD600). Subsequently, cells were 
harvested by centrifugation (5,000 × g at 4ºC for 10 min), washed with BMGY (without glycerol), and 
resuspended, to an OD600 of 1, in buffered methanol-complex medium BMMY, and in buffered 
methanol-minimal medium BMM. These yeast transformants were grown, in both media, at 30ºC for 
nine days with shaking, and yeast growth (OD600), CDW, bacteriocin activity, and enterocin 
concentration were determined periodically by duplicate. Cell-free culture supernatants were obtained 
by centrifugation (12,000 × g at 4ºC for 10 min), pH-adjustment to 6.2 with 1 M NaOH, and filter-
sterilization through 0.22 µm-pore-size filters (Millipore Corp., Bedford, Mass.). Subsequently, 
aliquots of the supernatants were stored at −20ºC until use. For determination and quantification of 
bacteriocin activity, supernatants were analyzed by an agar well-diffusion test (ADT) (Cintas et al., 
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(determined from the A280 using the molar extinction coefficient) in CB-MRS, CB-BMMY and CB-
BMM broth to set a standard curves within each plate. In the immunochemical assays described above, 
supernatants from Pc. pastoris X-33C (pPICZαA), lacking the bacteriocin structural genes, were used 
as negative controls. 
To measure the synergistic activity of heterologously produced EntL50A and EntL50B, 
supernatants from Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) strains were 
challenged against P. damnosus CECT4797, separately and combined to achieve a 1:1 enterocin ratio, 
by a SPAT, and an MPA. 
V.3.5. Purification and mass spectrometry analysis of recombinant enterocins L50A and L50B 
EntL50A and EntL50B heterologously produced by Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. 
pastoris X-33B-33 (pBAS02), respectively, were purified essentially as previously described by Cintas 
et al. (1995). Briefly, yeast precultures, grown in BMGY broth at 30ºC, were inoculated in 400 ml 
BMMY broth, which was further grown at 30ºC with shaking until maximum concentration of 
EntL50A and a similar concentration of EntL50B were achieved (approximately 192 and 48 h, 
respectively). After removing the cells by centrifugation (12,000 × g at 4ºC for 30 min), the cell-free 
supernatants were subjected to precipitation with ammonium sulfate (50%, wt/vol) (Merck), and 
1995; Basanta et al., 2008a), and a microtiter plate assay (MPA) (Holo et al., 1991; Cintas et al., 
2000d; Basanta et al., 2008a), respectively, using P. damnosus CECT4797 as indicator microorganism. 
In the MPA, one bacteriocin unit (BU) was defined as the highest dilution of the supernatant causing 
50% growth inhibition. In the microbiological assays described above, Pc. pastoris X-33C (pPICZαA) 
cells, lacking the bacteriocin structural genes, were used as negative controls. 
For quantification of EntL50A and EntL50B heterologous production in the supernatants of the 
recombinant yeasts, a NCI-ELISA was performed essentially as previously described (Gutiérrez et al., 
2004; Criado et al., 2006b; Basanta et al., 2008b), using rabbit polyclonal antibodies with specificity 
for EntL50A (anti-LR1-KLH), and EntL50B (anti-LR2-KLH) (Criado et al., 2006b). Briefly, wells of 
flat-bottom polysterene microtiter plates (Maxisorp, Nunc, Roskilde, Denmark) were coated overnight 
(4ºC) with culture supernatants of the selected clones Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01), Pc. pastoris 
X-33B-33 (pBAS02), and Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03). After coating, wells were blocked and 
then washed. Next, diluted anti-LR1-KLH and/or anti-LR2-KLH serums, respectively, were added to 
each well, unbound antibodies were removed by washing, and goat anti-rabbit immunoglobulin G-
peroxidase conjugate (Cappel Laboratories, West Chester, Pa.) was added. The amount of bound 
peroxidase was determined using ABTS (2,2-azino-bis[3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid]) (Sigma-
Aldrich) as the substrate by measuring the absorbance of the wells at 405 nm with a Labsystems iEMS 
reader MF (Helsinki, Finland) with a built-in software package for data analysis. The ELISA plates 
included control wells coated with (i) 0.1 M sodium carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6) (coating 
buffer [CB])-MRS, CB-BMMY and CB-BMM broth to set the background level of the plate; and (ii) 
six twofold dilutions of samples containing known concentrations of pure EntL50A and EntL50B 
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subsequently dessalted by gel filtration (PD-10 columns). The obtained fractions were further subjected 
to cation-exchange (SP Sepharose Fast Flow), and hydrophobic-interaction (Octyl Sepharose CL-4B) 
chromatographies, followed by reversed-phase chromatography (PepRPC HR 5/5) in a fast-protein 
liquid chromatography system (FPLC) (GE Healthcare Life Sciences, Barcelona, Spain). The 
bacteriocins were eluted from the column with a 105 min linear gradient of 15−50% (vol/vol) 2-
propanol (Merck) in aquoeus 0.1% (vol/vol) trifluoroacetic acid (TFA) (Panreac) at a flow rate of 0.5 
ml/min. During the purification process, the antimicrobial activity of the fractions obtained was 
determined by an MPA, using P. damnosus CECT4797 as indicator microorganism. Fractions 
displaying a high and specific bacteriocin activity were pulled together and rechromatographed on the 
same reversed-phase column until chromatographically pure bacteriocins were obtained, that were 
stored in 2-propanol containing 0.1% (vol/vol) TFA at −20ºC. Concentration of EntL50A and EntL50B 
in the supernatants and the fractions obtained during the purification procedure was determined by the 
NCI-ELISA. Furthermore, purified EntL50A and EntL50B were subjected to mass spectrum analysis 
by using a matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight Voyager-DE STR mass 
spectrometer (MALDI-TOF MS) (PerSeptive Biosystems, Foster City, Calif.) at the Mass Spectrum 
Service of the Centro de Genómica y Proteómica (Madrid, Spain). 
V.3.6. Tricine-SDS-PAGE, Western blotting, and gel overlay assay 
FPLC-purified EntL50A and EntL50B were analyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis on 16% (wt/vol) Tricine gels (Tricine-SDS-PAGE) (Schägger and von Jagow, 
1987; Basanta et al., 2008b) and silver staining. Western blotting using anti-LR1-KLH (specific for 
EntL50A) and anti-LR2-KLH (specific for EntL50B) antibodies were performed essentially as 
previously described by Gutiérrez et al. (2004) and Basanta et al. (2008b). To determine the 
antimicrobial activity of the purified heterologously produced EntL50A and EntL50B, a gel overlay 
assay (Bhunia et al., 1987; Basanta et al., 2008b) was performed using P. damnosus CECT4797 (ca., 
1×105 CFU/ml) as indicator microorganism. 
V.4. RESULTS 
V.4.1. Construction of recombinant plasmids for production of enterocins L50A and L50B, 
separately and together, in Pichia pastoris 
The recombinant plasmids pBAS01, pBAS02 and pBAS03, derived from the Pc. pastoris 
expression and secretion vector pPICZαA, were constructed as outlined in Fig. 5.1 A 164-bp and 148-
bp XhoI-XbaI cleaved fragments (fragments L50A and L50B, respectively), containing the nucleotides 
encoding the Kex2 signal cleavage site (AAAAGA) of MFα1s of Sc. cerevisiae, required for 
processing of the fusion protein during secretion, fused in frame to entL50A and entL50B from E. 
faecium L50, were obtained of plasmids pTBS02 and pTBS03, respectively. These fragments were 
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successfully inserted into the Pc. pastoris expression and secretion vector pPICZαA in frame to 
MFα1s, resulting in the recombinant plasmids pBAS01 and pBAS02, respectively, intended for the 
expression of both native bacteriocin structural genes, without additional amino acids at their N-
termini, under control of methanol-inducible alcohol oxidase promoter (PAOX1). By using a similar 
approach, a 427-bp XbaI-SalI cleaved fragment α-L50B, carrying MFα1s fused in frame to entL50B, 
was cloned dowstream of fragment L50A into plasmid pBAS01 resulting in the recombinant plasmid 
pBAS03, intended for high level inducible expression of entL50A and entL50B under control of PAOX1 
without additional amino acids at their N-termini (Fig. 5.1). The correct construction of recombinant 
plasmids pBAS01, pBAS02 and pBAS03 was verified by: (i) PCR amplification; (ii) plasmid isolation 
and subsequent digestion with XhoI-XbaI, or XbaI-SalI; and (iii) DNA sequencing (results not shown). 
The recombinant plasmids pBAS01, pBAS02 and pBAS03, as well as the Pc. pastoris expression and 
secretion vector pPICZαA, were linearized with SacI, electroporated into Pc. pastoris X-33 competent 
cells, and transformants selected on YPD plates with Zeo (100 µg/ml), and sorbitol (1 M). 
Furthermore, the presence of entL50A, entL50B, and entL50A and entL50B integrated in the 
chromosome of Pc. pastoris X-33A (pBAS01), Pc. pastoris X-33B (pBAS02) and Pc. pastoris X-
33AB (pBAS03), respectively, was confirmed by PCR (results not shown). 
V.4.2. Heterologous expression and secretion of biologically active enterocins L50A and L50B, 
separately and together, by Pichia pastoris 
The heterologous production of EntL50A and/or EntL50B by transformant yeasts was detected 
and quantified by both microbiological and immunochemical assays. As shown Fig. 5.2, Pc. pastoris 
X-33A (pBAS01), Pc. pastoris X-33B (pBAS02) and Pc. pastoris X-33AB (pBAS03) transformants 
showed antimicrobial activity by SPAT, while the control strain Pc. pastoris X-33C (pPICZαA), did 
not display any antagonistic effect under similar conditions. 
Figure 5.2. Direct antimicrobial activity of Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) (spot A), Pc. pastoris 
X-33B-33 (pBAS02) (spot B), Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) (spot C), and Pc. pastoris X-33C 
(pPICZαA) (spot D), grown in BMMY broth at 30ºC after five days of incubation, as 
determined by a SPAT using P. damnosus CECT4797 the indicator microorganism. 
A C DB
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To evaluate recombinat production of EntL50A and EntL50B, separately and together, several Pc. 
pastoris X-33A (pBAS01), Pc. pastoris X-33B (pBAS02) and Pc. pastoris X-33AB (pBAS03) 
transformants were grown in BMMY and BMM broth at 30ºC for nine days, and supernatants were 
periodically withdrawn to test their antimicrobial activity by an ADT and an MPA (Fig. 5.3; Table 
V.3). By using both assays, extracellular antimicrobial activity of Pc. pastoris X-33A (pBAS01), Pc. 
pastoris X-33B (pBAS02) and Pc. pastoris X-33AB (pBAS03) transformants grown in BMMY and 
BMM was detected. It is pertinent to note that no antimicrobial activity was found in supernatants from 
Pc. pastoris X-33C (pPICZαA), lacking the bacteriocin structural genes, grown in BMMY and BMM 
broth (Fig. 5.3), which ruled out the possibility of the extracellular antimicrobial activity exerted from 
Pc. pastoris X-33A (pBAS01), Pc. pastoris X-33B (pBAS02) and Pc. pastoris X-33AB (pBAS03) 
transformants is caused by metabolites other than bacteriocins. Then, the Pc. pastoris X-33A-22 
(pBAS01), Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) and Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) transformants 
were selected for further microbiological and immunochemical quantification of recombinant EntL50A 
and/or EntL50B production, respectively, in the complex and minimal media BMMY and BMM, 
respectively (Fig. 5.3; Table V.3). In BMMY, yeast growth was faster than in BMM and a higher cell 
density was reached (OD600 of 9.2−10.9 compared to OD600 of 8.2−8.6 in BMM). The antimicrobial 
activity of supernatants from Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) 
was higher in cultures grown in the minimal medium BMM than in the complex medium BMMY, 
whereas the opposite was observed for those from Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02). The antimicrobial 
activity of Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) was firstly detected after 24 h of incubation, and the 
maximun values achieved after incubation for 192 h (310 and 100 BU/mgCDW in BMM and BMMY, 
respectively). The antimicrobial activity of Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) was firstly detected after 
48 h of incubation, and the maximum values, which were smaller than those of Pc. pastoris X-33A-22 
(pBAS01), were found after 120 and 144 h of incubation (50 and 95 BU/mgCDW in BMM and 
BMMY, respectively). The antimicrobial activity of Pc. pastoris X-33AB-27 was firstly detected after 
24 h of incubation, and the maximum values were found after 96 and 48 h of incubation (65 and 20 
BU/mgCDW in BMM and BMMY, respectively). In both media, the antimicrobial activity of Pc. 
pastoris X-33AB-27 was smaller than that of Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01). However, the 
antimicrobial activity of Pc. pastoris X-33AB-27 in BMM and BMMY was higher and lower, 
respectively, than that of Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02). Likewise, the maximum antimicrobial 
activity (expressed as BU/ml) of supernatants from Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01), Pc. pastoris X-
33B-33 (pBAS02) and Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) was also found after incubation for 192 h 
(1,600 and 910 BU/ml in BMM and BMMY, respectively), 120 and 144 h (150 and 600 BU/ml in 
BMM and BMMY, respectively), and 96 and 48 h (180 and 90 BU/ml in BMM and BMMY, 
respectively), respectively (results not shown). 
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Table V.3. Production and antimicrobial activity of EntL50A and/or EntL50B from Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01), Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) and Pc. pastoris X-33AB-27 
(pBAS03) recombinant strains, respectively, grown in the minimal and complex media BMM and BMMY, respectively 
Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01)  Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) 
EntL50A concnb Antimicrobial activity  EntL50B concnb Antimicrobial activity 
Concnb 
(ng/mgCDW) 
Antimicrobial 
activity 
Medium 
and 
incubation 
time (h) 
OD600a
ng/ml ng/mg CDW 
ADTc 
(mm) 
MPAd 
(BU/mg 
CDW) 
SAAe 
(BU/ng 
EntL50A
)  
OD600
ng/ml ng/mg CDW 
ADT 
(mm) 
MPA 
(BU/mg 
CDW) 
SAAe 
(BU/ng 
EntL50B) 
OD600 Ent 
L50A 
Ent 
L50B 
ADT 
(mm) 
MPA 
(BU/mg 
CDW) 
                   BMM                    
0   1.0    NB    NB NIZD NID   NE  1.0    NB    NB NIZD NID   NE  1.0   NB   NB NIZD NID 
8   2.3      13   14.5 NIZD NID   NE  2.4      70     70 NIZD NID   NE  2.6   9.7 10.5 NIZD NID 
  24   2.5      50   45.5 11.5 n2   60   1.3  2.5    365    340 NIZD NID   NE  2.6 24.0 32.1 11.0 n2   40 
  48   3.4    100   56.0 14.7 n2 115   2.1  3.2    560    350 8.0  D NID   NE  3.7 29.0 37.7 13.1 n2   45 
  72   4.6    165   62.0 15.1 n2 130   2.1  3.6    750    390 11.3   n   40 0.10  4.5 30.0 39.3 13.6 n2   60 
  96   5.3    225   70.5 15.8 n2 150   2.1  4.6 1,160    430 12.2 n2   45 0.10  5.3 32.8 28.4 14.1 n2   65 
   120   5.7    295   84.5 16.0 n2 160   1.9  4.8 1,425    475 12.8 n2   50 0.10  5.6 29.2 18.9 13.4 n2   55 
   144   6.3    355   89.0 16.4 n2 175   2.0  5.5 1,375    405 11.1 n2   30 0.07  6.2 20.1   7.1 13.2 n2   40 
   168   6.9    565 125.5 16.7 n2 190   1.5  6.3 1,340    335 10.3   n   15 0.04  6.5 18.6   5.8 12.0 n2   30 
   192   7.8 1,180 228.5 17.6 n2 310   1.4  7.4    995    205 9.6  n-   10 0.05  8.3 11.3   1.0 11.8 n2   25 
   216   8.6    935 161.5 17.0 n2 205   1.3  8.4 1,150    205 9.1  n-   10 0.05  8.2   9.1   1.1 11.5 n2   20 
                  BMMY                   
0   1.0    NB    NB NIZD NID   NE  1.0    NB    NB NIZD NID   NE  1.0   NB   NB NIZD NID 
8   3.5      14     5.0 NIZD NID   NE  3.4      65     25 NIZD NID   NE  3.7   2.4   4.5 NIZD NID 
  24   4.7      29     7.5 10.2   n NID   NE  4.5    185     50 NIZD NID   NE  4.9   2.5   5.1 10.7 n2   10 
  48   5.2      55   12.5 11.7 n2   10   0.8  5.2    310     70 8.5  D  NID   NE  5.3   3.0   5.9 14.1 n2   20 
  72   6.3      85   15.5 12.7 n2   25   1.6  5.8    545    110 9.1  D   10 0.09  6.1   2.9   5.4 11.4 n2   10 
  96   6.8      95   16.5 13.3 n2   30   1.8  6.2    910    170 9.5  D   10 0.05  7.1   2.2   4.7 11.2 n2   10 
   120   8.2    135   18.5 13.7 n2   50   2.7  6.9 4,165    695 11.4   n   45 0.06  7.7   2.1   4.1 11.0 n2   10 
   144   9.3    170   21.0 13.9 n2   55   2.6  7.2 7,810 1,240 14.0 n2   95 0.08  7.9   2.0   4.0 10.8 n2   10 
   168   9.5    210   25.0 14.2 n2   70   2.8  7.8 6,490    950 13.0   n   70 0.08  8.0   1.4   1.7 10.6 n2   10 
   192 10.2    282   31.0 15.8 n2 100   3.2  9.0 4,095    515 12.5   n   45 0.09  8.6   0.4   0.2 10.5 n2   10 
   216 10.9    115   12.0 13.3 n2   15   1.2  9.8 3,610    415 12.1   n   40 0.09  9.2   0.3   0.1 10.0 n2   10 
aOD600, optical density of the culture at 600 nm. 
bEntL50A and EntL50B concentration calculated by an NCI-ELISA using specific polyclonal antibodies for EntL50A and EntL50B, and expressed as ng/ml and ng/mgCDW. NB, no bacteriocin detected. 
cAntimicrobial activity against P. damnosus CECT4797 as determined by an ADT. Inhibition zones are differentiated as follows: D= diffuse, n-= slightly nitide, n= nitide, n2= extremely nitide. NIZD, no inhibition zone detected using 50 µl 
of supernatant. 
dAntimicrobial activity against P. damnosus CECT4797 as determined by an MPA. NID, no inhibition detected using 100 µl of supernatant. 
eSpecific antimicrobial activity refers to the antimicrobial activity (BU/mgCDW), calculated by an MPA, divided by the EntL50A or EntL50B concentration (ng/mgCDW). NE, not evaluable. 
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Figure 5.3. Antimicrobial activity of supernatants from Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01), Pc. pastoris X-
33B-33 (pBAS02), and Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) cultures grown in BMM (A1, B1 and C1, 
respectively) and BMMY (A2, B2 and C2, respectively) broth at 30ºC against P. damnosus CECT4797 as 
determined by an ADT. Supernatants were obtained after incubation of cultures for 0 (1), 8 (2), 24 (3), 48 (4), 72 (5), 96 
(6), 120 (7), 144 (8), 168 (9), 192 (10), and 216 (11) h. Supernatants from Pc. pastoris X-33C (pPICZαA) cultures grown in 
BMM and BMMY broth at 30ºC after 216 h (CN) were used as negative control. 
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The heterologous p 5 50B by Pc. pastoris 
X-33A-22 (p 1), 3 BA 33AB-27 (pBAS03), 
respectively, was further quantified using specific anti-LRI-KLH (for EntL50A), and anti-LR2-KLH 
(for EntL50B odie N A  approach, the presence of 
the recombinant bacteriocins in supernatants from the corresponding transformants and their absence in 
equivalent sa  from in P αA) was undoubtely 
demonstrated. For all the recombinant strains, bacteriocin production in both media started inmediately 
after induct of gene nd . On the other hand, 
the maximum EntL50A y growth phase of 
Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) cultures, while the maximum concentrations of EntL50B, and 
EntL50A 50B w c. pastoris X-33B-33 
(pBAS02) and . pastoris X-33AB-27 (pBAS03) cultures, respectively (Table V.3). Similarly as 
described above for the antimicrobial activity, the maximum concentration of EntL50A, and EntL50A 
and En pastoris X-33AB-27 
(pBAS03), respectively, was higher when cultures were grown in the minimal medium BMM than 
when cultivated in the complex medium BMMY, whe ration of EntL50B in 
supernatants from Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) was higher in lex medium BMMY 
(Table V.3). In this respect, the maximum amount of EntL50A produced by Pc. pastoris X-33A-22 
(pBAS01) was found after 192  BMM and BMMY, 
respectiv ; the maximum amount of EntL50A produced by Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) was 
found after 96  48 h  in 0 n MMY, respectively), 
and the maxim  t of EntL50B produced by Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) was found 
after 72 and  h of o .3 ng/  a MMY, respectively). 
However, the max amount of EntL50B p d by Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) was 
quantified after 120 and 144 h of incubation (475 and 1,240 ng/mgCDW in BMM and BMMY, 
respectively). Likewise, i tr n ( L50A, EntL50B, and 
EntL50A and EntL50B m Pc. pastoris X-33A-22 ( BAS01), Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) and 
Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03), respectively, was also found after incubation for 192 h (1,180 and 
282 ng/ml in BMM )  ng/ml in BMM and 
BMMY, respectively), and between 48−96 h (90 and 13.5 ng/ml of EntL50A, and 103 and 26.5 ng/ml 
of EntL50B in BMM an M sul  is interesting to note 
that the maximum specific ac upernat pBAS01) 
was 2.1 and 3.2 BU/ngEntL50A in BMM and , respectively, while that of EntL50B in 
supernatants from Pc. p ) w /ngEntL50B in BMM 
and BMMY, respec  
Interestingly, the m m vity  pastoris X-33AB-27 
(pBAS03) was found in supernatants containing both bacteriocins at an approximately 1:1 ratio, and it 
was higher than that of sup ris  X-33B-33 
(pBAS02) containing similar amounts of EntL50A and EntL50B, respectively (Table V.3), suggesting 
terologous expression and secretion of enterocin L50 (L50A and
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that the recombinant bacteriocins act synergistically. To further confirm and quantify the possible 
synergistic effect of these recombinant bacteriocins, supernatants from Pc. pastoris X-33A-22 
(pBAS01) and Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) cultures with known bacteriocin concentrations were 
challenged against P. damnosus CECT4797, independently and mixed in a 1:1 bacteriocin ratio, by an 
SPAT and an MPA. The results demonstrated that the recombinant EntL50A and EntL50B together 
possess a greater antimicrobial activity (1,707 and 143 BU/mgCDW in BMM and BMMY, 
respectively) than that exerted by EntL50A and EntL50B acting independently (316 and 0 
BU/mgCDW, and 35 and 16 BU/mgCDW in BMM and BMMY, respectively), being this synergism 
degree was quantified as approximately 5.4 and 2.8 times in BMM and BMMY, respectively (results 
not shown). 
V.4.3. Purification and characterization of enterocins L50A and L50B heterologously produced 
by Pichia pastoris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02), respectively 
In order to achieve the maximum concentration of recombinant EntL50A in the complex medium 
BMMY and a similar concentration of recombinant EntL50B, Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) and 
Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) were precultured in BMGY broth at 30ºC, and subsequently grown 
in BMMY at 30ºC with shaking accordingly to data shown in Table V.3 (ca., 192 and 48 h, 
respectively). The results of the purification of the recombinant bacteriocins are summarized in Table 
V.4. Ammonium sulfate precipitation of proteins in culture supernatants from Pc. pastoris X-33A-22 
(pBAS01) and Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) allowed a recovery of 65 and 68% of the EntL50A 
and EntL50B initially found in culture supernatants, as determined by an NCI-ELISA, and an increase 
in specific antimicrobial activity of 14- and 27-fold, respectively. Moreover, the antimicrobial activity 
of these fractions represented a 129 and 250% of that in culture supernatants, respectively. These 
fractions were further dessalted by gel filtration, which allowed a recovery of 60 and 64% of the initial 
EntL50A and EntL50B, and an increase in specific antimicrobial activity of 24- and 12-fold, 
respectively. Besides, the fractions eluted from the hydrophobic-interaction columns represented a 239- 
and 48-fold increase in specific antimicrobial activity, and a recovery of 41 and 33% of the initial 
EntL50A and EntL50B, respectively. The last reversed-phase FPLC purification step resulted, in both 
cases, in a major absorbance peak coincident with the antimicrobial activity peak, which eluted at 28.5 
and 30% (vol/vol) 2-propanol in aqueous 0.1% (vol/vol) TFA, respectively (results not shown). The 
concentration of EntL50A and EntL50B in these fractions was 24 and 6.5 µg, and showed a 43 and 5% 
of the antimicrobial activity found in culture supernatants, respectively, with an 154- and 161-fold 
increase in specific antimicrobial activity. The purity and molecular mass of recombinant EntL50A and 
EntL50B in fractions from the last reversed-phase FPLC were further evaluated by MALDI-TOF MS. 
The results obtained for recombinant EntL50A showed a minor peptide with a molecular mass similar 
to that of natural EntL50A (5,188 Da) (Fig. 5.4.A), as well as multiple chromatographic peaks with 
molecular masses ranging from 6.2 to 6.9 kDa, as well as, while those for recombinant EntL50B 
showed a major peptide with a molecular mass identical to that of natural EntL50B (5, 178 Da) (Cintas 
et al., 1998a), as well as a second major peptide with a molecular mass of 5,194 Da (Fig. 5.4.B). 
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Table V.4
respectivel
Purification
Purification of recombinant EntL50A and EntL50B produced by Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02), 
, grown in BMMY at 30ºC 
tage Volume (ml) Total A254
a
Total 
activity 
(103BU)b
Sp act 
(BU/A254)c
Increase 
in sp act 
(fold)d
Total 
activity 
(%) 
Enterocin 
yield (ng)e
Enterocin 
yield (%) 
Enterocin 
sp act 
(BU/ng)f
Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01)          
Culture supernatant   400   320.8    670     2,088       1    100 114,500  100   5.9 
Ammonium 
Gel filtration
Cation-exch
Hydrophobi
Reversed-ph
 
Pc. pastoris
Culture supe
s
 
an
c-inter
ase ch
 X-33B
rnatan
ulfate precipitation     40     29.2    865   29,623     14    129   74,100    65 11.7 
chromatography     80     10.9    550   50,459     24      82   68,000    60   8.1 
ge chromatography      50       2.3    490 213,043   102      73   57,300    50   8.6 
action chromatography     10       0.9    450 500,000   239      67   46,200    41   9.7 
romatography         3.5       0.9    290 322,222   154      43   24,000    21 12.1 
        
-33 (pBAS02)         
t   400   321.2      40        124       1    100   89,600  100   0.4 
Ammonium 
Gel filtration
Cation-exch
Hydrophobi
Reversed-ph
sulfat
 chro
ange
c-inter
ase ch
 254 n
activit
ty expr
ctivity 
EntL50
y expr
e precipitation     40     29.3   100     3,413     27    250   60,900    68   1.6 
matography     80     15.2      24     1,579     12      60   57,300    64   0.4 
 chromatography      50       2.1        3     1,429     12        7.5   49,300    55     0.06 
action chromatography     10       1.0        6     6,000     48      15   29,600    33   0.2 
romatography         1.6       0.1        2    20,000   161        5     6,500         7.2   0.3 
m multiplied by the volume in milliliters. 
y in bacteriocin units per milliliter (BU/ml) as determined by an MPA multiplied by the total volume. 
essed as the total activity (BU) divided by the total A
aAbsorbance at
bAntimicrobial 
cSpecific activi 254. 
of a fraction (BU/AdThe specific a 254) divided by the specific activity of the culture supernatant (BU/A254). 
B concentration as determined by an NCI-ELISA using specific polyclonal antibodies for EntL50A or EntL50B. 
essed as the total activity (BU) divided by the enterocin yield (ng).
eEntL50A and 
fSpecific activit
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from Pc. 
pasto
Figure 5.4. Mass spectrometry analysis of recombinant EntL50A (A) and EntL50B (B) purified 
ris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) cultures, respectively, grown in BMMY 
broth at 30ºC. 
Recombinant EntL50A and EntL50B were also analyzed on a silver-stained Tricine-SDS-PAGE 
gels (Fig. 5.5.A), revealing one major band of the expected size in the gel slots containing each 
bacteriocin peptide, as well as, in the case of EntL50B, one upper band, thus suggesting that this 
recombinant peptide displays a strong tendency to form aggregates. The peptides and peptide 
aggregates were also detected by Western blotting using the anti-LR1-KLH and anti-LR2-KLH 
antibodies specific to EntL50A and EntL50B, respectively (Fig. 5.5.B), and recombinant EntL50A and 
EntL50B were shown to be biologically active by an overlay assay (Fig. 5.5.C). 
Figure 5.5. (A) Tricine-SDS-PAGE of purified EntL50A and EntL50B heterologously produced by Pc. 
pastoris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02), respectively, after silver staining. (B) 
Western blotting using rabbit polyclonal antibodies with specificity for EntL50A (anti-LR1-KLH) and 
EntL50B (anti-LR2-KLH). (C) Antimicrobial activity after gel overlay with the indicator strain P. 
damnosus CECT4797. Lane 1, purified EntL50A; lane 2, purified EntL50B. The positions of SeeBlue® Pre-Stained 
Standard molecular mass markers (M) (Invitrogen) are indicated on the left. 
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V.5. DISCUSSION 
ring the last years, production of LAB bacteriocins, such as PedPA-1, EntA, EntP and EntAS-
48, eterolog  foo has been addressed to overcome certain concerns 
abo e potential application of bacteriocins and bacteriocinogenic strains as food biopreservatives, 
mai ion levels and safety aspects of the bacteriocin producer (GRAS and QPS 
stat Unfortun tion y  o mbinant bacteriocins by LAB has been the norm 
rather than the exception (Gutiérrez et al., 200  O’Keeffe et al., 1999; Martínez et al., 2000b, 
Fernández et al., 2007). In spite of the wide exploitation of yeasts as cell factories for production of a 
vari of foreign  ho a et fully exploited as alternative hosts for 
production of bact r best knowledge, bacteriocin secretion by Sc. cerevisiae has only 
been described for the class IIa bacteriocins PedPA-1 from P. acidilactici PAC1.0 and plantaricin 423 
(Plt423) from La rum man et al., 1999; van Reenen et al., 2003), and, very 
recently, for the tw n EntL50 (EntL50A and EntL50B) from E. faecium 
L50 (Basanta et al ing in activity could be detected in non concentrated 
supernatants from t ye usly producing PedPA-1 or Plt423 (Schoeman et 
al., 9; van Reenen et al., 2003); however, the supernatants from the Sc. cerevisiae recombinant 
strains producing tL5 timicrobial activity, although bacteriocins were 
pro d at levels se  producer strain and simultaneous production of 
both peptides by a single yeast strain was unsuccessful (Basanta et al., 2008b). The low levels of 
bac cin produc vis these studies agree with previous results showing 
the lower secre Sc. compared to other yeasts such as Pc. pastoris 
(Hollenberg and Gellissen, 1997; Muller et al., 1998; Cereghino and Cregg, 1999; Cereghino et al., 
200 002; Beauli Gu 05a). 
the present work we describe for the first time the heterologous expression and secretion of a 
non diocin-like bacteriocin by Pc. pastoris. For this purpose, the Pc. pastoris expression and 
secretion vector p sel ntains three important elements for succesfull 
heterologous expression: (i) the PAOX1; (ii) the M α1s including the nucleotides encoding the Kex2 
signal cleavage site (AAAAGA) required for processing of fusion proteins during MFα1s-directed 
secretion through the Sec sy ; and (iii) the AOX1 gene that drives the integration of this vector into 
the storis genome, and thus maximize the stability of foreign protein production and/or allow the 
generation of m o s   Cregg et al., 1993; Cereghino and Cregg, 2000; 
Gut et al., 0 oxidase enzyme (AOX) is encoded by two genes, AOX1 and 
AO  the f e l r  of AOX activity in the cell. Moreover, PAOX1 is a 
strong and tightl t ethanol that drives high-level expression of AOX1, 
yiel O l t  of the total soluble yeast protein (Cereghino and 
Cre r g n the other hand, MFα1s is the classical and most 
wid e c a more effective than the native signal sequences 
r o  g 0 a erform  v  especially for the secretion of small-
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for the heterologous production of EntL50A and 
EntL50B, independently and together, by Pc. pa . In these recombinant plasmids, entL50A and 
entL50B are fused to MFα1s, and gene expression is under control of PAOX1. The generated 
recombinant strains Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01), Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) and Pc. 
pastoris X-33AB-27 (pBAS03) showed bacteriocinogenic activity in  solid and liquid complex and 
minimal media (BMMY and BMM, respectively), and bacteriocin production was detected and 
quantified by microbiologi immunochemical assays. Notwithstanding 
inant EntL50A, and EntL50A and EntL50B production represented a 14%, and a 9 and 
15% of that found in BMM, respectively. These results are in striking contrast to those for Pc. pastoris 
X-33B-33 (pBAS02), whose extracellular antimicrobial activity was higher in the complex medium 
BMMY, and the recombinant EntL50B concentration was quantified as 2.6-fold higher than that in 
BMM. At first glance, the lower EntL50A concentration in supernatants from Pc. pastoris X-33A-22 
(pBAS01) and Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) cultures grown in BMMY may be ascribed to a 
higher bacteriocin adsorption to the producer yeast cell surface. In this respect, EntL50A is a cationic 
peptide (Cintas et al., 1998a) that may adsorb to the negatively charged cell surface in a pH-dependent, 
reversible phenomenum, being the maximum and minimum adsorption obtained at pH 6.0−7.0 and 
rendering oligomers and/or complexes with medium constituents reducing the antigen epitope 
recognition (Schoeman et al., 1999; Schuster et al., 2000; Zhang et al., 2000; Beaulieu et al., 2005; 
Gutiérrez et al., 2005a; Ilgen et al., 2005; Criado et al., 2006b), and/or (ii) higher susceptibility to C-
terminal degradation by neutral proteases, whose concentration in BMMY is higher than in BMM as a 
result of higher pH and higher cell density and cell lysis (Brey et al., 2003; Beaulieu et al., 2005; 
sized products (Sreekrishna et al., 1997). Although retaining the Glu-Ala spacers adjacent to the 
nucleotides encoding the Kex2 signal cleavage site is prudent when fusing proteins to MFα1s 
(Sreekrishna et al., 1997), these repeats were not included in this study since a high-level efficient 
secretion using directly the nucleotides encoding the Kex2 signal cleavage site has been already 
demosntrated (Brake et al., 1984). In our work, the vector pPICZαA was successfully used for the 
generation of three recombinant plasmids intendeed 
storis
cal and yeast growth was higher 
 both
in the complex medium BMMY than in the mimimal medium BMM, the extracellular antimicrobial 
activity of Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) was much lower, 
and the recomb
2.0−3.0, respectively, as it has been previously shown for other bacteriocins (Klaenhammer, 1988; 
Ray, 1992; Yang et al., 1992; Cintas et al., 2001; von Mollendorff et al., 2007). Interestingly, the final 
pH of Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) cultures grown in 
BMMY broth was higher than that in BMM broth (pH 6.0 and pH 4.0, respectively). Besides, 
hydrophobic proteins or peptides, such as EntL50A and most bacteriocins, are known to interact with 
the producer cell membranes (Schiffer et al., 1992; Schoeman et al., 1999). In this respect, EntL50A 
(GRAVY index of 0.202) (Cintas et al., 2000d) would stuck within the yeast cytoplasmic membrane 
after the initial pH-dependent cell-surface adsorption. Together, these observations led us to speculate 
that the lower amounts of EntL50A found in BMMY broth may be partially due to a higher bacteriocin 
adsorption/stucking to the producer yeast cell surface. However, the lower activity in BMMY might be 
also ascribed to one or more of the following factors: (i) (higher) aggregation of bacteriocin monomers 
V. Heterologous expression and secretion of enterocin L50 (L50A and L50B) by Pc. pastoris 
Gutiérrez et al., 2005a; Criado et al., 2006b). Likewise, these differences in protease activity may 
partially explain the reason why the concentration and biological activity of recombinant EntL50A 
diminished by a 60 and 85%, respectively, after the maximum values were found in supernatants of 
cultures grown in BMMY but only by a 30 and 35%, respectively, in those of cultures grown in BMM. 
It should be ackowledge that Pc. pastoris is widely known for its ability to perform many post-
translational modifications on secreted proteins such as proteolytic maturation, disulphide bond 
formation and addition of both O-linked and N-linked carbohydrate moieties, and as a result of the later 
event, heterologous secreted glycoproteins may be inactive and/or less active, as well as antigenically 
distinct from the natural proteins (Brake et al., 1984; Brake, 1990; Cereghino and Cregg, 2000; 
Schuster et al., 2000; Ilgen et al., 2005). However, glycosilation sites are not found within EntL50A 
molecule, being thus unlikely that qualitative or quantitative differences in glycosilation in BMM and 
BMMY may account for the described differences in EntL50A production. 
Interestingly, the maximum amount of recombinant EntL50B produced by Pc. pastoris X-33B-33 
(pBAS02) was 1,240 ng/mgCDW (in BMMY at 30ºC), which represents a 5.9-fold increase over the 
maximum EntL50B production by the wild-type strain E. faecium L50 (210 ng/mgCDW in MRS broth 
at 25ºC) (Criado et al. 2006b). Notwithstanding recombinant EntL50B production by Pc. pastoris X-
33B-33 (pBAS02) in BMM was lower (475 ng/mgCDW), this bacteriocin concentration still 
represented a 2.3-fold increase over the maximum production by the wild-type strain. However, the 
maximum amount of recombinant EntL50A produced by Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) was 228.5 
ng/mgCDW (in BMM at 30ºC), which is closely similar to the maximum EntL50A production by E. 
faecium L50 (217 ng/mgCDW in MRS broth at 25ºC) (Criado et al. 2006b). 
Irrespectively of the culture media, growth of Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) was slightly 
higher than that of Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02); however, the maximum amounts of recombinant 
EntL50A found in supernatants from cultures of Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) grown in BMM and 
BMMY were 2- and 40-fold lower, respectively, than those of EntL50B found in supernatants from 
cultures of Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) grown in the same media. At first glance these differences 
may be ascribed to higher C-terminal proteolytic degradation of EntL50A, as well as to expression of 
entL50B and/or secretion of EntL50B at higher levels. Respect to the latter possibilities, its is known 
that Pc. pastoris is capable of integrating multiple copies of heterologous DNA via recombination at 
the AOX1 locus, which leads to higher gene expression (Sreekrishna et al., 1997; Cereghino and Cregg, 
2000; Ilgen et al., 2005). On the other hand, it has been demonstrated that secretion efficiency depends 
in part on the nature characteristics of the heterologous protein (Cereghino and Cregg, 2000; Schuster 
et al., 2000; Cereghino et al., 2002); however, we consider unlikely that this phenomenum is 
responsible for the differences in EntL50A and EntL50B concentrations found in the respective 
supernatants since: (i) both bacteriocins are highly-related (72% identity), show similar physico-
chemical characteristics, such as molecular weight, charge, pI and hydrophobicity, and share 31 out of 
44 and 43 amino acid residues, especially at the N-terminus including the first eight amino acid 
residues (Cintas et al., 1998a, 2000d); and (ii) both bacteriocins are produced at similar concentrations 
by the recombinant yeast strain Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) (Table V.3). Moreover, it is widely 
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known that hydrophobic proteins, such as most bacteriocins, interact with the producer cell membranes 
(Schiffer et al., 1992; Schoeman et al., 1999). In this respect, EntL50A is more hydrophobic than 
EntL50B (GRAVY indexes of 0.202 and – 0.144, respectively) (Cintas et al., 2000d), which may result 
in a higher EntL50A stucking within the yeast cytoplasmic membrane after the initial pH-dependent 
cell-surface adsorption, which could also partially explain the lower EntL50A concentrations found in 
the respective supernatants. Independently of the unraveled nature of the mechanism(s) involved in the 
differences in EntL50A and EntL50B concentrations found in supernatants from Pc. pastoris cultures, 
it should be acknowledged that we have previously reported similar results for the MFα1s-directed 
heterologous secretion of EntL50A and EntL50B by Sc. cerevisiae (Basanta et al., 2008b). However, it 
is interesting to note that intriguing differences in bacteriocin production and specific antimicrobial 
activities were found when comparing Pc. pastoris and Sc. cerevisiae as heterologous hosts for the 
production of EntL50A and EntL50B. In this respect, the maximum concentration of EntL50A and 
EntL50B in supernatants from Pc. pastoris was 27- and 52-fold higher than that in supernatants from 
Sc. cerevisiae, although the corresponding specific antimicrobial activity was 21- and 71-fold lower, 
which may be partially ascribed to one or more of the following factors: (i) existence of compounds 
(i.e., salt and/or proteins or collagen-like materials) interfering with bacteriocin activity (Schoeman et 
al., 1999; Schuster et al., 2000; Zhang et al., 2000; Beaulieu et al., 2005; Gutiérrez et al., 2005a, b; 
Ilgen et al., 2005); (ii) (higher)aggregation of bacteriocin monomers rendering less active oligomers 
and/or complexes with medium constituents (Yang et al., 1992; Criado et al., 2006b), and/or (iii) 
higher cell density and cell lysis yielding higher bacteriocin proteolytic degradation (Trucksis et al., 
1997; Beaulieu et al., 2005; Gutiérrez et al., 2005a, b; Criado et al., 2006b; Han et al., 2006). 
Contrarily to our previous study in which we reported the unsuccessful co-production of EntL50A 
and EntL50B by Sc. cerevisiae (Basanta et al., 2008b), we succeeded in the development of a Pc. 
pastoris recombinant strain with the ability to produce simultaneously both peptides with antimicrobial 
activity in BMM and BMMY. However, EntL50A and EntL50B production by Pc. pastoris X-33AB-
27 (pBAS03) was 7−10 and 12−210-fold lower than that by Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. 
pastoris X-33B-33 (pBAS02), respectively. In this respect, it is known that multibacteriocinogenic 
strains produce bacteriocins at lower concentrations than the respective single-bacteriocin producers 
(Horn et al., 1998; Criado et al., 2006b; Gutiérrez et al., 2006; Martín et al., 2007b). Moreover, it is 
likely that, similarly as discussed above, these differences also reflect a lower copy number of entL50A 
and entL50B integrated in Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03). Interestingly, EntL50A and EntL50B 
are produced at equimolar amounts by Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03), similarly as previously 
described for the wild-type strain E. faecium L50 (Criado et al., 2006b). In this respect, we have shown 
that EntL50A and EntL50B heterologously produced by Pc. pastoris act synergistically, being the 
synergistic effect higher when both peptides are mixed in a 1:1 ratio, which is in agreement with 
previously reported data using either in vitro synthesized EntL50A and EntL50B or the peptides 
heterologously produced by Sc. cerevisiae (Cintas et al., 1998a; Basanta et al., 2008a, b). 
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To date, MFα1s-directed bacteriocin secretion by Pc. pastoris has only been previously described 
for three class IIa bacteriocins, namely EntP from E. faecium P13 (Gutiérrez et al., 2005a), PedPA-1 
from P. acidilactici PAC1.0 (Beaulieu et al., 2005) and hiracin JM79 (HirJM79) from Enterococcus 
hirae DCH5 (Sánchez et al., 2008). In this respect, it was reported that heterologous production of 
PedPA-1 by Pc. pastoris resulted in secretion of recombinant bacteriocin tightly associated with 
“collagen-like” material and lacking of biological activity. However, in a previous studies we 
demonstrated the suitability of Pc. pastoris for the heterologous production of high levels of 
biologically actives EntP from E. faecium P13 and HirJM79 from E. hirae DCH5 in BMM and BMMY 
(Gutiérrez et al., 2005a; Sánchez et al., 2008). Irrespectively of the growth medium, bacteriocinogenic 
Pc. pastoris strains producing EntP, HirJM79, EntL50A, EntL50B and EntL50A and EntL50B showed 
similar growth rates; however, the maximum concentrations of EntP and HirJM79 were obtained at the 
begining of the exponential growth phase (OD600 of 1.7−3.3) while those of EntL50A and EntL50B 
were found at the begining of the stationary growth phase (OD600 of 7.8−10.2) and the middle-late 
exponential growth phase (OD600 of 4.8−7.2), respectively. Moreover, the concentration and biological 
activity of EntP and HirJM79 decreased rapidly, and no antimicrobial activity (in BMM), or only at a 
very low level (1.5 or 45% of the maximum value in BMMY), was found after incubation of cultures 
for 10 and 12 h, likely due to bacteriocin degradation by neutral proteases (Gutiérrez et al., 2005a; 
Sánchez et al., 2008a). However, EntL50A and EntL50B showed a higher stability, especially in BMM 
(see above), being remarkable that bacteriocin concentrations found 24 and 96 h after the maximum 
values were achieved still represented a 71 and 43%, respectively, and the residual EntL50A and 
EntL50B showed a 93 and 50% of the specific antimicrobial activity, respectively. 
The strategy developed in this work permitted the purification of the highly-related EntL50A and 
EntL50B showing similar physico-chemical characteristics (Cintas et al., 1998a, 2000d). Previously, 
we described the purification of the natural bacteriocin from cultures of the wild-type strain E. faecium 
L50 grown in the complex medium MRS broth by using a similar protocol, but lacking the gel 
filtration chromatography step; however, the resulting final fraction was shown to contain a mixture of 
both peptides EntL50A and EntL50B (Cintas et al., 1995, 1998a). In a previous work, EntL50A and 
EntL50B were purified from culture supernatants from Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. 
cerevisiae L50B-4 (pYABD03), respectively, grown in the minimal medium SCGR (Basanta et al., 
2008b). However, only a 11 and 22% of the initial antimicrobial activity, respectively, was recovered 
after the ammonium sulfate precipitation step; which could be due to the overall low protein 
concentration in SCGR and the concomitant reduced bacteriocin co-precipitation, since it is known that 
during the purification of low molecular weight hydrophobic and/or amphiphilic bacteriocins, such as 
EntL50 (EntL50A and EntL50B) (Cintas et al., 1998a, 2000d), bacteriocin molecules easily aggregate 
with proteinaceous compounds from the medium and/or lysated cells (Cintas et al., 2001). Similarly, 
we found out the requirement of a gel-filtration step for the further success in the cation-exchange 
chromatography of the recombinant peptides, which may be explained by the fact that the highly 
concentrated ammonium cations may compete efficiently with EntL50A and EntL50B and exclude 
them from the anionic ligands immobilized on the cation-exhanger matrix, especially considering that 
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they are barely cationic low-molecular weight peptides (Cintas et al., 2000d), and that a low total 
protein concentration found in supernatants from cultures grown in SCGR broth. Based on these 
results, we used a similar purification protocol in the present work except that Pc. pastoris X-33A-22 
(pBAS01) and Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) were grown in the complex medium BMMY, which 
allowed the successfull purification of the highly-related EntL50A and EntL50B (Cintas et al., 1998a, 
2000d). In this respect, the ammonium sulfate precipitation yielded a 65−68% of the bacteriocin found 
in culture supernatants and, after the last reversed-phase FPLC step, a 21 and 7.2% of the initial 
EntL50A and EntL50B amount was obtained, respectively. An increase in bacteriocin activity was 
observed after ammonium sulfate precipitation of recombinant EntL50A and EntL50B, as well as after 
hydrophobic-interaction chromatography of EntL50B. These increases in biological activity, likely due 
to removal of bacteriocin activity inhibitors and/or activity enhancement by salts and/or hydrophobic 
solvents, have also been observed during the purification of the natural bacteriocin from E. faecium 
L50 (Cintas et al., 1995), recombinant EntL50A and EntL50B from Sc. cerevisiae (Basanta et al., 
2008b), and other bacteriocins such as PedPA-1 (Nieto-Lozano et al., 1992; Cintas et al., 1998b), EntA 
(Aymerich et al., 1996), EntP (Cintas et al., 1997), sakacin A (Tichaczek et al., 1992), and sakacin P 
(Tichaczek et al., 1992). On the contrary, EntL50B showed a reversible reduced bacteriocin activity in 
the fraction eluted from the cation-exchanger matrix, which was more pronounced during purification 
of EntL50A and EntL50B from recombinant cultures of Sc. cerevisiae (Basanta et al., 2008b). This 
phenomenum is likely due to the interference of the highly concentrated salts in the elution buffer (1 M 
NalCl) with the electrostatic interaction of the bacteriocin peptides with the target cell surface. Due to 
its less hydrophobicity, EntL50B showed a reduced adsorption to the hydrophobic-interaction and 
reversed-phase matrixes, and thus these chromatographic steps were rate-limiting for purification of 
larger quantities of recombinant EntL50B from Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02). It is worthnoting 
that the yield of EntL50A and EntL50B purified from Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. 
pastoris X-33B-33 (pBAS02), respectively, was aproximately 2- and 6-fold lower, respectively, that 
that of the recombinant peptides purified from Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) and Sc. cerevisiae 
L50B-4 (pYABD03), respectively, while the specific antimicrobial activity of EntL50A and EntL50B 
purified from Pc. pastoris strains was 60-fold and 6-fold higher, respectively, that that of the 
recombinant peptides purified from Sc. cerevisiae strains. 
The MALDI-TOF MS analysis of fraction containing recombinant EntL50B showed a major 
peptide with exactly the same molecular mass as natural EntL50B (5,178 Da) (Cintas et al., 1998a), 
demonstrating that the recombinant peptide has been correctly processed by the Kex2 enzyme, and a 
second major peptide with molecular mass of 5,194 Da. This discrepancy may be ascribed to the 
spontaneous modification of one of the methionine residues found in the bacteriocin molecule (Met1 or 
Met24) (Cintas et al., 1998a). Thus, by assuming that Met1 or Met24 have become oxidized to 
methionine sulfoxide (MetSO), it would produce an addition of 16 Da to the theoretical mass, and a 
molecular mass of 5,194 Da would be obtained. In this respect, it is widely known that Met is the 
amino acid most sensitive to reactive oxygen, resulting in a wide range of peptides and proteins with a 
reduced biological activity (Brot and Weissbach, 1991; Weissbach et al., 2002). Similarly, it has been 
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often reported that Met residues in bacteriocins become spontaneously oxidized, specially during their 
purification to homogeneity, leading to loss or reduction of their antimicrobial activity (Casaus et al., 
1997; Franz et al., 1999a; Cintas et al., 2000d; Johnsen et al., 2000). On the other hand, MALDI-TOF 
MS analysis of fraction containing recombinant EntL50A revealed a minor peptide with a molecular 
mass similar to that of natural EntL50A (5,190 Da) (Cintas et al., 1998a), demonstrating that the 
recombinant peptide has been correctly processed by the Kex2 enzyme, and five major peptides with 
molecular masses of 6.2−6.9 kDa. At first glance, it is possible to speculate that most EntL50A 
molecules are not correctly processed by the Kex2 enzyme, as a result of a reduced recognition of the 
the Kex2 signal cleavage site (Glu-Lys-Arg) due to a conformational interference exerted by the N-
terminus of the peptide molecule; however, the high similarity between EntL50A and EntL50B (Cintas 
et al., 1998a, 2000d) allowed us to preclude this possibility. Regarding this, we favor the possibility 
that recombinant EntL50A is associated to an hitherto unknown compound, similarly as previously 
suggested for PedPA-1 heterologously produced by Pc. pastoris (Beaulieu et al., 2005) and EntL50A 
purified from recombinant Sc. cerevisiae strains (Basanta et al., 2008b). Apart from this modification, 
and considering again the high similarity between both peptides, it is likely that one or both Met 
residues in EntL50A have also become oxidized to MetSO or MetO2, respectively. Interestingly, the 
specific antimicrobial activity of recombinant EntL50A and EntL50B purified from Sc. cerevisiae 
strains was drastically diminished during the purification process to a 2.6 and 5.5% of that showed by 
the culture supernatants, respectively, which was likely due to the oxidation of both Met residues with 
a concomitant reduction in their bacteriocin activity (Basanta et al., 2008b). On the contrary, the 
antimicrobial specific activity of recombinant EntL50A and EntL50B purified from Pc. pastoris was a 
205 and 75% of that in the culture supernatants, respectively, suggesting that the oxidation of only one 
Met residue is not deleterious for the bacteriocin activity. Moreover, and based on these observations, 
we favor the possibility that only Met1 in EntL50A and EntL50B purified from Pc. pastoris has been 
oxidied since Met24 is found at the somewhat less conserved amphiphilic C-terminal of the bacteriocin 
peptides which is thought to penetrate into the hydrophobic part of the target cell membrane, thereby 
mediating membrane leaking and subsequent cellular death (Fimland et al., 1996; Chen et al., 1997b; 
Miller et al., 1998; Fimland et al., 2000; Johnsen et al., 2000; Fimland et al., 2002; Kazazic et al., 
2002; Johnsen et al., 2005a). 
EntL50A and EntL50B heterologously produced by Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) and Pc. 
pastoris X-33B-33 (pBAS02), respectively, were further characterized by protein electrophoresis, 
Western blotting and an overlay assay, which showed their strong tendency to form aggregates, likely 
due to hydrophobic interactions. It is worthy to note that recombinant EntL50A and EntL50B from Pc. 
pastoris, similarly as these bacteriocin peptides heterologously produced by Sc. cerevisiae strains 
(Basanta et al., 2008b), migrated with an apparent molecular mass of about 7,000 Da, while EntL50 
(EntL50A and EntL50B) from the wild-type strain migrated as a 3,600 Da protein (Cintas et al., 1995). 
These differences may be explained by the following factors: (i) the bands visualized in the gels are 
indeed dimers of recombinant EntL50A or EntL50B, and/or (ii) these peptides migrate differently if 
electrophoresed independently or together, as a result of changes in the molecule conformation due to 
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peptide-peptide interactions. Moreover, recombinant peptides and peptide aggregates were specifically 
detected using antibodies specific to EntL50A and EntL50B, respectively, however, only non-
aggregated molecules were shown to be biologically active. Contrarily to this, bacteriocin peptide 
aggregates purified from Sc. cerevisiae cultures were also shown to be biologically active (Basanta et 
al., 2008b), which may reflect a higher protein concentration. 
To our best knowledge, the results described hereby clearly demonstrate for the first time the 
heterologous expression and secretion of a non pediocin-like bacteriocin, EntL50 (EntL50A and 
EntL50B), by the methylotrophic yeast Pc. pastoris. The cloning of entL50A and entL50B fused to 
MFα1s was enough for the efficient production of biologically active EntL50A and EntL50B by Pc. 
pastoris, which was indeed shown to be more suitable than Sc. cerevisiae for the heterologous 
production of these antimicrobial peptides. The developed bacteriocinogenic Pc. pastoris strains may 
facilitate future applications of EntL50 (EntL50A and EntL50B) in the pharmaceutical, food and 
beverage industries, similarly as many pharmaceuticals and enzymes derived from methylotrophic 
yeasts which either have entered the market or are expected to do so in the near future (Hollenberg and 
Gellissen, 1997; Gellissen, 2000). Likewise, the independent production and purification of 
recombinant EntL50A and EntL50B may permit unraveling the mechanisms involved in their mode of 
action, since the potential application of bacteriocinogenic microorganisms and/or their bacteriocins 
requires an in-depth knowledge of how they exert their bactericidal effect. Despite our promising 
results, further research effort should be addressed to optimization of bacteriocin production and 
purification by one or more of the following strategies: (i) optimization of gene dosage (Sreekrishna et 
al., 1997); (ii) incorporation of a positively charged amino acid residue at the N-terminus of the signal 
peptide (Tsuchiya et al., 2003); (iii) use of protease-deficient host strains (Sreekrishna et al., 1997); 
(iv) use of uracil instead of zeocin as selective agent to avoid mutagenic activity (Sreekrishna et al., 
1997; Cereghino and Cregg, 2000); (v) use of unbuffered media to inactivate neutral proteases, as well 
as to improve the proteolytic stability and to reduce the producer cell adsorption of secreted proteins 
(Sreekrishna et al., 1997; Trucksis et al., 1997; Han et al., 2006); (vi) enhancement of the cellular mass 
by using carbon sources that support growth and do not repress methanol induction (Sreekrishna et al., 
1997); (vii) growth at different temperatures and in fermentors (Cereghino et al., 2002); (viii) use of 
appropriate flask designs (Villate et al., 2001); and, for certain food applications, (ix) use of stronger 
promoters not inducible by methanol, such as GAP, FLD1, PEX8 and YPT1 (Cereghino and Cregg, 
1999, 2000; Ilgen et al., 2005). 
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VI. Discusión general 
En este trabajo de investigación se ha procedido al desarrollo y la evaluación de un método de 
bioconservación de la cerveza basado en la utilización de bacteriocinas producidas por bacterias 
lácticas de origen alimentario como un componente  protección de la calidad en el 
que se incluyen además diversas “barreras” u “obstáculos” al desarrollo de las bacterias lácticas 
alterantes de este producto. A este respecto, puede hipotetizarse que la utilización de: (i) bacteriocinas 
y/o sus mezclas, parcialmente purificadas o purificadas a homogeneidad, (ii) medios fermentados por 
bacterias lácticas bacteriocinogénicas o por cepas recombinantes bacteriocinogénicas de 
Saccharomyces cerevisiae y/o (iii) estas levaduras con la capacidad de producir bacteriocinas 
biológicamente activas en la cerveza, contribuiría a impedir la alteración microbiana de este producto 
por el desarrollo de bacterias lácticas. Conviene d stacar que la estrategia de bioconservación de la 
cerveza propuest a -sanitaria, sino 
que también satis r alimentos más 
seguros y menos procesados y muestran un mayor rechazo al empleo de aditivos químicos en la 
industria alimentaria. Por todo ello, se propone el empleo de las bacterias lácticas bacteriocinogénicas 
de origen cárnico Lactococcus lacti  de nisina A [NisA]), Pediococcus 
acidilactici 347 (productora de ped ccus faecium L50 (productora de 
enterocinas L50 [L50A y L50B], P [EntP] y Q ntQ]), E. faecium P13 (productora de EntP), E. 
faecium T136 (productora de enterocinas A [EntA]  B [EntB]) y Lactobacillus sakei 148 (productora 
de lactocina S [Las]), así como el desarrollo de diversas técnicas bioquímicas, inmunoquímicas y 
a desarrollar los siguientes objetivos: 
1. Evaluación de estas bacterias lácticas ba eriocinogénicas de origen alimentario como 
bioconservantes de la cerveza. 
2. Expresión y secreción heteróloga de la enterocina L50 (EntL50 [EntL50A y/o EntL50B) en Sc. 
cerevisiae. 
3. Expresión y secreción heteróloga de EntL50 (EntL50A y/o EntL50B) en Pichia pastoris. 
VI.1. EVALUACIÓN DE BACTERIAS LÁCTICAS BACTERIOCINOGÉNICAS DE ORIGEN 
ALIMENTARIO COMO BIOCONSERVANTES E LA CERVEZA 
VI.1.1. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE BACTERIAS LÁCTICAS BACTERIO-
CINOGÉNICAS DE ORIGEN ALIMENTARIO Y DE SUS BACTERIOCINAS FRENTE A 
BACTERIAS LÁCTICAS ALTERANTES DE LA CERVEZA 
Las bacterias lácticas bacteriocinogénicas de origen alimentario evaluadas mostraron espectros de 
acción antimicrobiana variables, tanto en lo que respecta a los microorganismos indicadores sensibles 
como a la magnitud (3,0−33,5 mm) y el tipo de halos de inhibición (nítidos o difusos) mediante el 
empleo de la técnica de inhibición por siembra en picadura (TISP) (Tabla VI.1). De las cepas 
analizadas, Lc. lactis BB24 mostró una potente actividad antimicrobiana frente a la totalidad de los 
microorganismos utilizados como indicadores. Por otra parte, E. faecium L50, P. acidilactici 347 y Lb. 
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sakei 148 inhibieron el desarrollo de la mayoría de las bacterias lácticas alterantes de cerveza; no 
obstante, ninguna de estas cepas bacteriocinogénicas ejerció actividad antimicrobiana frente a las tres 
cepas de Lactobacillus lindneri analizadas, Lactobacillus brevis NFBC104 y Pediococcus damnosus 
CECT4680. Sin embargo, E. faecium P13 y E. faecium T136 mostraron un espectro antimicrobiano 
reducido y similar, así pues, únicamente inhibieron el desarrollo de seis bacterias lácticas alterantes de 
la cerveza. 
Considerando estos resultados se procedió a determinar la actividad antimicrobiana de los 
correspondientes sobrenadantes libres de células de los cultivos (en adelante sobrenadantes) mediante 
la técnica de difusión en agar (TDA) y un ensayo en placas microtituladoras (EPM) (sección III.4.1) 
(Holo et al., 1991; Cintas et al., 2000d). Los resultados de ambos ensayos fueron similares entre sí 
(Tabla III.2) y, de forma general, coincidieron con los obtenidos mediante TISP (Tabla VI.1), lo que 
sugiere que la inhibición ejercida por estos microorganismos no se debe a la competencia por los 
sustratos del medio de cultivo, ni a un descenso de pH producido como consecuencia de su 
metabolismo fermentativo, ni a la presencia de bacteriófagos, sino a la producción y liberación 
extracelular de sustancias antimicrobianas termoestables (i.e., bacteriocinas). A este respecto, los 
sobrenadantes de Lc. lactis BB24 (productora de NisA) mostraron el espectro antimicrobiano más 
amplio y potente, así pues, inhibieron el desarrollo de todas las bacterias lácticas alterantes de la 
cerveza, lo que coincide con los resultados obtenidos en trabajos previos (Ogden y Tubb, 1985; Ogden, 
1986; Ogden et al., 1988; Daeschel et al., 1991; Delves-Broughton et al., 1996). Asimismo, los 
sobrenadantes de E. faecium L50 (productora de EntL50 [EntL50A y EntL50B], EntP y EntQ), Lb. 
sakei 148 (productora Las) y P. acidilactici 347 (productora de PedPA-1) mostraron un espectro de 
acción amplio y potente, inhibiendo el desarrollo del 76, el 71 y el 62% de las bacterias lácticas 
alterantes de cerveza, respectivamente. Por otra parte, los sobrenadantes de E. faecium P13 (productora 
de EntP) y E. faecium T136 (productora de EntA y EntB) mostraron un espectro de acción reducido 
inhibiendo sólo a seis y siete de las bacterias lácticas alterantes de la cerveza, lo que representa un 18 y 
un 21%, respectivamente. Estos resultados son similares a los obtenidos en trabajos previos, ya que 
estas enterocinas son muy activas frente a microorganismos patógenos de los alimentos (por ej.: 
Listeria monocytogenes); sin embargo, su espectro de acción frente a otras bacterias lácticas es 
reducido (Casaus et al., 1997; Cintas et al., 1997). Por otra parte, en un estudio reciente Criado et al. 
(2006b) demostraron que la producción de EntL50 (EntL50A y EntL50B) está influida por la 
temperatura de incubación. Así pues, EntL50A y EntL50B se producen en el rango de temperaturas de 
16−42ºC, detectándose su máxima producción en los cultivos desarrollados a 25ºC. A este respecto, 
considerando que la actividad antimicrobiana de E. faecium L50 frente a bacterias lácticas alterantes de 
la cerveza se debe principalmente a la producción de estas bacteriocinas, si los correspondientes 
sobrenadantes de E. faecium L50 se hubieran obtenido a 25ºC, la producción de EntL50A y EntL50B 
habría sido mayor y, probablemente, su espectro de acción antimicrobiana habría resultado aún más 
potente. 
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Tabla VI.1. Actividad antimicrobiana de bacterias lácticas bacteriocinogénicas de origen alimentario 
frente a bacterias lácticas alterantes de la cerveza 
 Microorganismos bacteriocinogénicos 
Enterococcus faecium   
  L50 T136 P13 
Pediococcus 
acidilactici 
347 
Lactococcus 
lactis 
BB24 
Lactobacillus 
sakei 
148 
Microorganismos 
indicadores Cepa TISP
a TISP TISP TISP TISP TISP 
Lactobacillus brevis     216 13,0 n2 ZIND ZIND ZIND 18,1 n2 13,1 D 
    BB120 12,6 D ZIND ZIND ZIND 16,4 D 11,0 D 
    2150 7,8 n2 ZIND ZIND 11,4 n2 15,9 D 6,2 D 
    104 ZIND ZIND ZIND ZIND 3,8 n ZIND 
    108 11,9 n ZIND ZIND ZIND 20,1 n 9,5 n- 
    111 3,4 n ZIND ZIND 10,5 n2 12,2 n 3,0 n- 
    112 ZIND ZIND ZIND 12,4 n2 11,6 n2 ZIND 
Lactobacillus buchnerii     4674 16,5 n ZIND ZIND ZIND 33,5 n2 13,3 n2 
Lactobacillus collinoides     110 3,4 n- ZIND ZIND 10,9 n2 12,4 n2 ZIND 
Lactobacillus delbrueckii 
subesp. delbrueckii    286 17,4 n ZIND ZIND ZIND 21,5 n 15,9 n2 
Lb. delbrueckii     4684 12,0 n2 ZIND ZIND 5,3 D 18,5 n2 10,6 n2 
Lactobacillus delbrueckii 
subesp. lactis    4687 9,8 n2 ZIND ZIND ZIND 17,1 n2 11,7 n2 
Lactobacillus lindneri     20690 ZIND ZIND ZIND ZIND 10,3 n2 ZIND 
    20691 ZIND ZIND ZIND ZIND 9,2 n- ZIND 
    20692 ZIND ZIND ZIND ZIND 22,2 n ZIND 
Lactobacillus mali     4149 20,0 n2 8,2 n2 5,1 n2 7,4 n 27,3 n2 18,2 n2 
Lactobacillus sakei     906 11,4 n2 19,5 n 12,1 n 21,5 n 23,2 n2 12,6 n2 
Lactobacillus spp.     4483 14,3 n 19,0 n 13,6 n 17,5 n 21,0 n 9,5 n 
    101 7,4 n ZIND ZIND 11,9 n 20,9 n 6,4 n 
Pediococcus damnosus     793 5,5 n 3,4 n 3,5 n- 8,9 n- 19,1 n2 4,8 n 
    4679 6,4 n2 ZIND ZIND 7,1 n2 12,0 n2 6,5 n2 
    4680 ZIND ZIND ZIND ZIND 30,8 n2 ZIND 
    4692 ZIND ZIND ZIND 31,1 n 33,4 n ZIND 
    4693 19,3 n ZIND ZIND 20,0 n2 27,4 n2 18,5 n2 
 5,7 n ZIND ZIND 11,0 n 15,0 n 6,3 n 
    114 ZIND ZIND ZIND 9,0 D 10,4 n2 ZIND 
Pe inatus     4777 12,7 n 11,6 n ZIND 21,0 n 21,0 n2 12,8 n2 
5,4 n2 
Pediococcus spp.     2151 7,8 n2 ZIND ZIND 10,0 n2 15,4 n2 6,8 n2 
aLa actividad antimicrobiana se evaluó mediante TISP y se expresó como el diámetro del halo de inhibición en mm. Los halos de 
inhibición se diferencian como: D= difuso, n-= poco nítido, n= nítido y n2= muy nítido. ZIND, zona de inhibición no detectada. 
    4694 16,8 n2 10,9 n 10,1 n 19,0 n 20,5 n 10,7 n 
    4775 8,7 n2 ZIND ZIND 10,0 n2 14,0 n2 8,4 n2 
   4790 
    4797 18,0 n ZIND 14,3 n 24,0 n2 25,1 n2 15,2 n2 
    113 ZIND ZIND ZIND 10,0 n2 11,4 n2 ZIND 
diococcus inop
    4784 3,3 n ZIND ZIND 12,0 n2 12,7 n2 3,7 n- 
Pediococcus pentosaceus     4695 6,5 n ZIND ZIND 8,0 n2 11,2 n2 
Uno de los problemas de la utilización de las bacteriocinas como bioconservantes de los alimentos 
se deriva de la posible aparición y el desarrollo de poblaciones bacterianas resistentes (Rekhif et al., 
incipalmente PedPA-1) (Mazzotta y 
Mon
1994; Guinane et al., 2006). A este respecto, numerosos estudios han demostrado que diversos 
microorganismos (por ej.: Clostridium botulinum, Listeria spp. y Streptococcus spp.) desarrollan 
poblaciones bacterianas resistentes si se cultivan en presencia de bacteriocinas como NisA, lacticina 
3147 y divergicina V41 y otras bacteriocinas de la subclase IIa (pr
tville, 1999; Duffes et al., 2000; Mantovani y Russell, 2001; Gravesen et al., 2002a, b; Vadyvaloo 
et al., 2002; Cleveland-McEntrire et al., 2004; Garde et al., 2004; Guinane et al., 2006). La frecuencia 
de aparición de poblaciones de Listeria spp. resistentes a PedPA-1 es mayor (10-6−10-3) que la obtenida 
al utilizar NisA (10-9−10-5) y, en ambos casos, este fenómeno se debe a la exposición prolongada de 
estos microorganismos a concentraciones subletales de estas bacteriocinas (Rekhif et al., 1994; Wan et 
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al., 1997; Dykes y Hastings, 1998; Rasch y Knøchel, 1998; Bouttefroy y Millière, 2000; Gravesen et 
al., 2002a). Asimismo, Gravesen et al. (2001) han demostrado que el desarrollo de poblaciones 
bacterianas de L. monocytogenes resistentes a PedPA-1 es un mecanismo del tipo “todo o nada”; sin 
embargo, la resistencia de los microorganismos de esta especie a NisA aumenta de forma gradual. 
Conviene destacar que los resultados obtenidos con la cepa P. damnosus CECT4797 (Fig. 3.1; Tabla 
III.3) son similares a los obtenidos por Gravesen et al. (2001). Así pues, se generó una población 
bact
s (Hanlin et al., 1993; Deegan et al., 2006). Por otra parte, conviene destacar que las 
poblaciones bacterianas de P. damnosus CECT4797 resistentes a PedPA-1, NisA y EntL50 
conservaron esta resistencia durante varias generaciones cuando se desarrollaron en ausencia de estas 
eriana de P. damnosus CECT4797 resistente a PedPA-1 mediante su desarrollo (cuatro ciclos de 
crecimiento) en presencia de dosis subletales de un sobrenadante de P. acidilactici 347 (540 UB/ml); 
sin embargo, el desarrollo (13 ciclos de crecimiento) de P. damnosus CECT4797 en presencia de dosis 
subletales de un sobrenadante de Lc. lactis BB24 (9.200 UB/ml) no permitió el desarrollo de una 
población bacteriana resistente a NisA; no obstante, se obtuvo un aumento de la resistencia de esta 
cepa a esta bacteriocina (2.750 veces comparado con la cepa salvaje). Sin embargo, el desarrollo (20 
ciclos de crecimiento) de P. damnosus CECT4797 en presencia de dosis subletales de un sobrenadante 
de E. faecium L50 (275 UB/ml) generó una población bacteriana de P. damnosus CECT4797 con un 
aumento menor de su resistencia a las enterocinas de E. faecium L50 (300 veces comparado con la cepa 
salvaje). Esta dificultad para obtener resistencias podría deberse a que E. faecium L50 produce tres 
bacteriocinas (cuatro péptidos) pertenecientes a diferentes subclases: EntL50 (EntL50A y EntL50B) 
(subclases IIb y IIc), EntP (subclase IIa) y EntQ (subclase IIc), que muestran diferentes espectro de 
acción, actúan sinérgicamente (al menos EntL50A y EntL50B) (Cintas et al., 1998a), y, 
probablemente, presentan diferentes mecanismos de acción. A este respecto, los resultados obtenidos 
sugieren que aunque EntQ no posee actividad antimicrobiana por si misma, puede incrementar (efecto 
sinérgico) la actividad antimicrobiana de EntL50 y/o EntP (Tabla III.4), como se ha demostrado en 
combinaciones de otras bacteriocinas (Mazzotta y Montville, 1997; Limonet et al., 2002). Además, 
EntL50A y EntL50B sintetizados in vitro mostraron actividad antimicrobiana independiente (aprox., 
18.000−800.000 y 16.000−570.000 UB/ml, respectivamente) y su utilización combinada (ratio 1:1) 
permitió obtener una actividad 1,1−5,1 veces mayor que la correspondiente al efecto aditivo de los 
péptidos evaluados independientemente, lo que demuestra que estos péptidos actúan sinérgicamente 
frente a estos indicadores, a excepción del microorganismo indicador Pediococcus inopinatus (Fig. 3.2; 
Tabla III.5). Estos resultados son similares a los obtenidos por Cintas et al. (1998a) y este efecto 
sinérgico también se ha descrito para otras bacteriocinas de la subclase IIb (sistemas de dos péptidos) 
(Allison et al., 1994; Cintas et al., 1995; Jiménez-Díaz et al., 1995; Anderssen et al., 1998; Moll et al., 
1999a) y bacteriocinas de diferentes clases producidas por cepas multibacteriocinogénicas (Hanlin et 
al., 1993; Casaus et al., 1997; Mulet-Powell et al., 1998; Bouttefroy y Millière, 2000; Vignolo et al., 
2000; Limonet et al., 2004a). Asimismo, se ha sugerido, y en algunos casos demostrado, que la 
producción de varias bacteriocinas por una misma cepa puede aumentar su actividad antimicrobiana y 
espectro de acción además de disminuir la probabilidad de desarrollo de poblaciones bacterianas 
resistente
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VI.1.2. ASPECTOS DE SEGURIDAD DE Enterococcus faecium L50 
Los enterococos se consideran microorganismos patógenos humanos oportunistas emergentes ya 
que causan el 12% de las infecciones nosocomiales y, por lo tanto, constituyen el segundo género de 
mayor importancia en las infecciones hospitalarias (secciones II.4.2.1 y II.4.2.2) (Klare et al., 2001; 
Franz et al., 2003; Klein, 2003; Kayser, 2003). Asimismo, los enterococos poseen un amplio espectro 
de resistencias naturales (intrínsecas) y adquiridas (transferibles) a antibióticos, además de su 
resistencia a diversos factores físico-químicos (por ej.: bajo pH y altas temperaturas y concentraciones 
de sal) y condiciones ambientales adversas (Eaton y Gasson, 2001; Klare et al., 2001, 2003; Ogier y 
Serror, 2008). En este contexto, la supervivencia de los enterococos en el ambiente hospitalario está 
relacionada con: (i) su resistencia natural a diversos detergentes utilizados en la desinfección y diversos 
antibióticos de uso común en terapia humana y (ii) su capacidad para adquirir nuevos mecanismos de 
resistencia a antibióticos. Además, el incremento en el empleo de antibióticos de amplio espectro en el 
tratamiento de diversas infecciones provoca la selección de enterococos resistentes a antibióticos 
(ARE, del inglés Antibiotic-Resistant Enterococci), en algunos casos multirresistentes, y, por lo tanto, 
provoca un aumento de la incidencia de los enterococos en infecciones nosocomiales (Klare et al., 
2003). Por todo ello, en la actualidad existe una gran controversia sobre la utilización de los 
enterococos en la industria alimentaria, principalmente de la especie E. faecalis, especialmente en lo 
que respecta a su posible resistencia a los glicopéptidos (vancomicina y teicoplanina) (VRE, del inglés 
Vancomycin Resistant Enterococci) (Eaton y Gasson, 2001; Franz et al., 2001; de Vuyst et al., 2003). 
En este contexto, se ha descrito que pueden aislarse con cierta facilidad de los alimentos enterococos 
resistentes a estos antibióticos (Pavia et al., 2000; del Campo et al., 2001; Eaton y Gasson, 2001; Franz 
et al., 2001; Giraffa, 2002; de Vuyst et al., 2003; Ben Omar et al., 2004; Foulquié-Moreno et al., 2006; 
Pérez-Pulido et al., 2006); no obstante, hasta el momento no se ha demostrado la transferencia de los 
mecanismos de resistencia a enterococos asociados a infecciones humanas (Pavia et al., 2000) y estas 
cepas no presentan resistencia a antibióticos de importancia clínica relevante, entre los que se incluyen 
la ampicilina, gentamicina, penicilina y vancomicina (Foulquié-Moreno et al., 2006; Ogier y Serror, 
2008). Además, conviene destacar que diversos autores han determinado que los enterococos de origen 
alimentario, principalmente de la especie E. faecium, muestran generalmente una sensibilidad a los 
antibióticos significativamente mayor que las cepas de origen clínico (Aguirre y Collins, 1993; Eaton y 
Gasson, 2001; Franz et al., 2001; de Vuyst et al., 2003; Mannu et al., 2003; Ben Omar et al., 2004; 
Busani et al., 2004; Silva-Lopes et al., 2005; Cortés et al., 2006; Hummel et al., 2007a; Ogier y Serror, 
2008). No obstante, a pesar de esta controversia creciente e incesante sobre la utilización de los 
enterococos en la industria alimentaria, conviene destacar que los alimentos que contienen enterococos 
de forma natural (sección II.4.3.1) se han consumido durante siglos sin riesgos aparentes para la salud 
humana (Giraffa, 1995; Giraffa et al., 1997; Eaton y Gasson, 2001) y, además, algunas cepas de E. 
faecium están autorizadas como cultivos iniciadores, protectores, adjuntos y/o probióticos para la 
elaboración de diversos alimentos (principalmente productos lácteos) y como suplemento para la 
alimentación de ciertos tipos de animales (secciones II.4.3.1.4 y II.4.3.2). 
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En la Tabla VI.2 se muestra la susceptibilidad de E. faecium L50 a la acción antimicrobiana de 
diversos antibióticos, determinada mediante la técnica de disco sobre agar (Bauer et al., 1966), 
actualizada y modificada por el National Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002). 
De estos resultados, y considerando los criterios del NCCLS (2002) y Liofilchem (Teramo, Italia), en 
el caso del ácido fusídico, se deduce que E. faecium L50: (i) es sensible a los antibióticos inhibidores 
de la síntesis de la pared celular; (ii) muestra sensibilidad o sensibilidad intermedia (eritromicina y 
kanamicina) a los antibióticos inhibidores de la síntesis proteica, a excepción de la clindamicina y 
estreptomicina, y (iii) es sensible a los antibióticos inhibidores de la síntesis de ácidos nucleicos, a 
excepción del ácido nalidíxico (quinolona). Asimismo, estos resultados ponen de manifiesto que E. 
faecium L50 es sensible a los glicopéptidos (vancomicina y teicoplanina), a la ampicilina y 
gentamicina, lo que reviste una gran importancia si se pretende evaluar la utilización de esta cepa en la 
industria alimentaria debido a que estos antibióticos se emplean en el tratamiento de infecciones 
clínicas causadas por enterococos resistentes a otros antibióticos (sección II.4.2.2.1). A este respecto, 
en un reciente y exhaustivo estudio realizado por de Vuyst et al. (2003) se detectó que de una colección 
de 63 cepas de E. faecium con actividad antimicrobiana aisladas de diversos sustratos (por ej.: 
alimentos, animales, piensos y muestras clínicas y no clínicas de humanos), únicamente siete (11%) 
mostraron resistencia a la vancomicina y teicoplanina, siendo destacable el hecho de que sólo una de 
ellas era de origen alimentario. Por otra parte, E. faecium L50 fue resistente a la clindamicina, la 
estreptomicina y el ácido nalidíxico, lo que no resulta sorprendente dada la amplia prevalencia de  
 
Tabla VI.2. Susceptibilidad de E. faecium L50 a diversos antibióticos y criterios de 
sensibilidad/resistencia de Enterococcus spp. 
Antibióticos Mecanismo de acción 
Concentración 
(µg/disco)a
Actividad 
antimicrobianab 
(sensibilidad/resistencia)c
Criterios de interpretación 
del diámetro (mm) de los 
halos de inhibición 
    R SI S 
Ampicilina   10   22,7 (S) ≤ 16 16−17 ≥ 17 
Penicilina G   10   17,2 (S) ≤ 14 14−15 ≥ 15 
Teicoplanina   30   19,0 (S) ≤ 10 11−13 ≥ 14 
Vancomicina 
Inhibición de 
la síntesis de 
la pared 
celular   30   22,6 (S) ≤ 14 15−16 ≥ 17 
Ácido fusídico   10   24,5 (S) ≤ 14 15−22 ≥ 23 
Clindamicina     2   11,7 (R) ≤ 14 15−20 ≥ 21 
Cloranfenicol   30   30,5 (S) ≤ 12 13−17 ≥ 18 
Eritromicina   15  16,7 (SI) ≤ 13 14−22 ≥ 23 
Estreptomicina   10 ZIND (R) ≤ 11 12−14 ≥ 15 
Gentamicina   10   17,3 (S) ≤ 12 13−14 ≥ 15 
Gentamicina 120   18,9 (S) ≤ 6 7−9 ≥ 10 
Kanamicina   30  16,4 (SI) ≤ 13 14−17 ≥ 18 
Nitrofurantoina 300   18,3 (S) ≤ 14 15−16 ≥ 17 
Tetraciclina 
Inhibición de 
la síntesis 
proteica 
  30   33,5 (S) ≤ 14 15−18 ≥ 19 
Ácido nalidíxico   30 ZIND (R) ≤ 13 14−18 ≥ 19 
Ciprofloxacina     5   24,0 (S) ≤ 15 16−20 ≥ 21 
Norfloxacina   10   19,2 (S) ≤ 12 13−16 ≥ 17 
Rifampicina 
Inhibición de 
la síntesis de 
ácidos 
nucleicos     5   27,0 (S) ≤ 16 17−19 ≥ 20 
aLa concentración de antibiótico se expresa en µg/disco, excepto en el caso de la penicilina en el que se expresa en unidades/disco. 
bLa actividad antimicrobiana de los antibióticos se cuantificó midiendo el diámetro en mm del halo de inhibición alrededor del disco. 
cLa sensibilidad/resistencia a cada antibiótico se determinó considerando el valor del diámetro del halo de inhibición y los criterios de 
sensibilidad/resistencia establecidos para Enterococcus spp. por el National Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 
2002), excepto en el caso del ácido fusídico, en el que se determinó según el criterio establecido por Liofilchen (Teramo, Italia). ZIND, 
zona de inhibición no detectada; R, resistencia; SI, sensibilidad intermedia; S, sensibilidad.
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enterococos resistentes a estos antibióticos (Delgado et al., 2002; Lautenbach et al., 2003; Majhenič et 
al., 
a farmacéutica (Citti, 2005). 
2005; Martín et al., 2006; Sánchez et al., 2007b). Asimismo, E. faecium L50 mostró sensibilidad 
intermedia a la kanamicina, lo que es habitual ya que la resistencia a este aminoglucósido es intrínseca 
a los microorganismos del género Enterococcus (Franz et al., 1999a). 
Por otra parte, la seguridad de los enterococos también está muy cuestionada debido a la posible 
presencia de factores potenciales de virulencia, principalmente en E. faecalis y, en menor medida, E. 
faecium, entre los que se incluyen productos de secreción (por ej.: citolisina y gelatinasa) o factores de 
adhesión (por ej.: sustancia de agregación y proteína de superficie de los enterococos) (sección 
II.4.2.2.2) (Mundy et al., 2000; Eaton y Gasson, 2001; Garza-Velasco et al., 2002; Franz et al., 2003; 
Kayser et al., 2003; Koch et al., 2004; Castro et al., 2004; Majhenič et al., 2005; Foulquié-Moreno et 
al., 2006). Los resultados obtenidos mostraron que E. faecium L50 sólo posee dos genes que codifican 
factores potenciales de virulencia: (i) efaAfm, que codifica una adhesina característica de las cepas de E. 
faecium con propiedades similares a las proteínas asociadas con la adhesión en los microorganismos 
del género Streptococcus aunque su función en E. faecium es todavía desconocida (Eaton y Gasson, 
2001) y (ii) ccf, que codifica una feromona sexual implicada en fenómenos de conjugación plasmídica 
con actividad quimiotáctica modulando la respuesta inmune y cuya presencia en cepas de E. faecium es 
habitual debido al intercambio de información genética entre E. faecalis y E. faecium inducido por 
feromonas (Eaton y Gasson, 2001). Asimismo, la ausencia de los genes cylMBA y gelE en E. faecium 
L50 confirman los resultados obtenidos mediante pruebas bioquímicas, que revelaron la carencia de 
actividad β-hemolítica y producción de gelatinasa en esta cepa. Por último, la baja incidencia de 
factores potenciales de virulencia en E. faecium L50 coincide con los resultados obtenidos previamente 
por otros autores para otras cepas de E. faecium de origen alimentario (Eaton y Gasson, 2001; Martín et 
al., 2006; Sánchez et al., 2007b). De forma general, estos resultados y la susceptibilidad de E. faecium 
L50 a la mayoría de los antibióticos de relevancia clínica sugirieron de forma preliminar la posible 
seguridad de este microorganismo para su empleo en la industria alimentaria. 
VI.1.3. EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD DE Enterococcus faecium L50 PARA 
DESARROLLARSE Y PRODUCIR BACTERIOCINAS EN DIFERENTES SUSTRATOS 
CERVECEROS 
Una de las estrategias para aplicar las bacteriocinas como bioconservantes de los alimentos se basa 
en el empleo como ingrediente alimentario de un sustrato previamente fermentado por una cepa 
bacteriocinogénica (sección II.3.4.10). A este respecto, la máxima producción de bacteriocinas se 
obtiene generalmente cuando las bacterias lácticas productoras se desarrollan en medios complejos (por 
ej.: MRS, TSB y BMMY) (Casaus, 1998; Gutiérrez, 2005; Citti, 2005); no obstante, su elevado coste 
económico impide su utilización para la obtención a gran escala de estos sustratos fermentados y 
sugiere el empleo para este fin de subproductos o productos de la industria alimentaria, al igual que se 
utilizan desde hace tiempo para la producción de antibióticos en la industri
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Conviene destacar que los resultados obtenidos (Fig. 3.3) demuestran que E. faecium L50 no se 
desarrolló ni produjo sus bacteriocinas biológicamente activas en mosto de cerveza (con y sin lúpulo), 
cervezas con diferente graduación alcohólica (1−5% de etanol, vol/vol) y “cerveza” sin alcohol (0% de 
etanol, vol/vol); no obstante, en mosto de cerveza sin lúpulo sobrevivió durante seis días. La ausencia 
de desarrollo de E. faecium L50 en estos sustratos cerveceros podría deberse, al menos parcialmente, a 
los iso-α-ácidos del lúpulo (secciones II.1.3.3 y II.1.6) que ejercen un efecto bactericida o 
bacteriostático frente a las bacterias lácticas, ya que actúan como compuestos ionóforos que disipan el 
gradiente de pH transmembrana (Simpson, 1993a, b; Sakamoto et al., 2001; Sakamoto, 2002; Iijima et 
al., 2006; Suzuki et al., 2006). La resistencia de las bacterias lácticas a los iso-α-ácidos del lúpulo se ha 
estudiado durante los últimos años y se ha descrito que se debe, principalmente, a la presencia de los 
genes horA, horB y/o horC (Sami et al., 1998; Suzuki et al., 2005a, b; Iijima et al., 2007). Asimismo, 
en diversos estudios se ha demostrado que la producción de bacteriocinas está influida por diversos 
factores como la temperatura de fermentación, la composición del medio de cultivo (por ej.: 
carbohidratos, nitrógeno y fósforo), el pH inicial y final y el control del pH durante el desarrollo 
microbiano (Parente y Ricciardi, 1999; Messens et al., 2003). A este respecto, la producción de 
bacteriocinas en E. faecium L50 es un proceso regulado térmicamente (sección II.4.4.1) (Cintas et al., 
2000d; Criado et al., 2006b). El mosto sin lúpulo es un sustrato muy rico desde el punto de vista 
nutritivo (por ej.: almidón, sacarosa y compuestos nitrogenados); sin embargo, presenta pocas 
sustancias solubles en agua (por ej.: glucosa, maltosa, maltotriosa, aminoácidos y proteínas) y, por ello, 
no puede utilizarse para el desarrollo de bacterias y levaduras si no se realiza el proceso de maceración 
(sección II.1.4.2.2) (Sakamoto, 2002; Sakamoto et al., 2003). Así pues, se puede ded  
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Por otra parte, los resultados de este trabajo coinciden con los obtenidos por Vaughan et al. (2004), 
quienes describieron que la cepa Lc. lactis M30 no podía desarrollarse en mosto con lúpulo y cerveza 
(5% de etanol, vol/vol) y, por ello, no producía bacteriocinas biológicamente activas en estos sustratos 
cerveceros. No obstante, el enriquecimiento del mosto sin lúpulo con extracto de levadura y fosfato 
potásico permitió el desarrollo y la producción de las bacteriocinas de Lc. lactis M30 aunque sólo 
cuando el pH estaba ajustado a 6.5. Sin embargo, estos resultados y los obtenidos en este trabajo no 
coinciden con los descritos por Hartnett et al. (2002), quienes demostraron que de seis cepas aisladas 
de materias primas cerveceras (cebada y sorgo), E. faecalis T33, E. faecium A33, Enterococcus 
mundtii
eficacia de este sustrato fermentado con actividad antimicrobiana como bioconservante de la cerveza. 
Por otra parte, conviene destacar que la incapacidad de E. faecium L50 de desarrollarse en mosto (con 
Tabla VI.3. Crecimiento, acidificación y actividad antimicrobiana de E. faecium L50 desarrollado en 
diversos sustratos cerveceros y caldo MRS 
Sustratos cerveceros y MRS/Tiempo de incubación (h) 
Mosto sin lúpulo suplementado con un 12,5% de caldo MRS Parámetros 
0 6 12 24 36 48 72 96 144 
ufc/mla 8,4×106 4,2×106 2,2×105 2,7×103 1,7×104 4,3×106 1,0×109 5,0×108 3,4×107
pH 5,3 5,2 5,0 5,0 4,8 4,6 4,4 4,4 4,4 
mmb ZIND ZIND ZIND ZIND ZIND ZIND ZIND ZIND ZIND 
UB/mlc IND IND IND IND IND IND IND IND IND 
 Mosto sin lúpulo suplementado con un 25% de caldo MRS 
 0 6 12 24 36 48 72 96 144 
ufc/ml 7,1×106 3,2×106 1,2×105 9,6×105 4,1×107 1,0×109 1,7×108 1,3×108 1,0×108
pH 5,4 5,3 5,3 5,1 4,7 4,4 4,4 4,4 4,4 
mm ZIND ZIND ZIND ZIND ZIND ZIND ZIND ZIND ZIND 
UB/ml IND IND IND IND IND IND IND IND IND 
 Mosto sin lúpulo suplementado con un 50% de caldo MRS 
 0 6 12 24 36 48 72 96 144 
ufc/ml 6,5×106 9,2×105 2,4×106 2,3×108 1,0×109 1,3×108 1,0×108 9,5×107 6,4×107
pH 5,7 5,6 5,3 5,0 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4 
mm ZIND ZIND ZIND 8,1 n 8,8 n 8,0 D ZIND ZIND ZIND 
UB/ml IND IND IND 60 60 35 IND IND IND 
 MRS 
 0 6 12 24 36 48 72 96 144 
ufc/ml 1,2×107 1,2×108 1,0×109 1,2×108 1,0×108 1,3×108 6,8×107 4,4×107 5,0×107
pH 6,2 5,6 5,3 4,7 4,4 4,4 4,4 4,4 4,2 
mm ZIND 8,3 n 8,8 n 6,2 D ZIND ZIND ZIND ZIND ZIND 
UB/ml IND 40 50 35 IND IND IND IND IND 
aEl crecimiento microbiano se determinó mediante la técnica de recuento en placas de agar MRS (1,5%; m/vol) a 32ºC durante 48 h, 
obteniéndose los recuentos de unidades formadoras de colonias (ufc/ml). 
bActividad antimicrobiana determinada mediante TDA empleando como microorganismo indicador Lb. brevis NFBC108 y expresada 
como el diámetro de inhibición en mm. Los halos de inhibición se diferencian como en la Tabla VI.1. ZIND, zona de inhibición no 
detectada empleando 50 µl de sobrenadante. 
cActividad antimicrobiana determinada mediante EPM empleando como microorganismo indicador Lb. brevis NFBC108 y expresada en 
UB/ml. IND, inhibición no detectada empleando 100 µl de sobrenadante. 
 4 y Lc. lactis S33 se desarrollaron y mostraron actividad antimicrobiana en mosto sin lúpulo; 
no obstante, las cepas Lc. lactis M30 y Lc. lactis M36 se desarrollaron en este sustrato pero no 
produjeron bacteriocinas. Por otra parte, Nauth (2002) ha patentado un compuesto que permite a la 
cerveza y a otras bebidas alcohólicas aumentar su estabilidad microbiológica. Este compuesto se 
obtiene: (i) adicionando al mosto un suplemento nutricional para aumentar la producción de NisA, (ii) 
ajustando el pH a 6.5, (iii) pasteurizando y enfriando el medio y (iv) fermentándolo con un cultivo 
productor de NisA. Considerando estos resultados, sería de gran interés proceder a la optimización de 
la producción de las bacteriocinas de E. faecium L50 en mosto sin lúpulo con el objeto de evaluar la 
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y sin
por E. faecium L50 ni siquiera cuando se utilizaron concentraciones elevadas del correspondiente 
 lúpulo), cervezas con diferente graduación alcohólica (1−5% de etanol, vol/vol) y “cervezas” sin 
alcohol (0% de etanol, vol/vol) permite hipotetizar sobre su consideración como microorganismo no 
alterante de estos productos. 
VI.1.4. EVALUACIÓN DEL MODO DE ACCIÓN DE LAS BACTERIOCINAS DE 
Enterococcus faecium L50 EN LA VIABILIDAD DE BACTERIAS LÁCTICAS ALTERANTES 
DE LA CERVEZA Y DE LA TASA DE APARICIÓN DE POBLACIONES BACTERIANAS 
RESISTENTES 
Un aspecto de gran importancia al proponer el empleo de las bacteriocinas de E. faecium L50 
como bioconservantes de la cerveza es determinar si éstas ejercen un efecto bactericida o 
bacteriostático frente a las principales bacterias lácticas alterantes de este producto, así como elucidar 
si de su empleo se deriva la aparición y el desarrollo de poblaciones bacterianas resistentes lo que 
representa uno de los principales problemas del empleo de las bacteriocinas en la industria alimentaria 
(secciones II.3.4.8 y VI.1.1). 
Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que las bacteriocinas producidas por E. 
faecium L50 (principalmente EntL50A y EntL50B) ejercen a pequeñas dosis un efecto bactericida 
frente a Lb. brevis NFBC108 y P. damnosus CECT4797 (principales bacterias lácticas alterantes de la 
cerveza) (secciones II.1.7.1.1 y II.1.7.1.2) incluso cuando estos microorganismos se encuentran a dosis 
iniciales elevadas (2×103 y 5×105 ufc/ml) y se desarrollan bajo condiciones de crecimiento óptimas 
(por ej.: medio de cultivo MRS y crecimiento a 32ºC) (Fig. 3.4). Así pues, estas bacteriocinas 
provocaron una rápida disminución de la población bacteriana inicial de 3 y 5 ciclos logarítmicos, 
respectivamente, lo que pone de manifiesto su modo de acción bactericida bajo las condiciones 
experimentales establecidas. Asimismo, la utilización de estas bacteriocinas a dosis bactericidas 
adecuadas impidió la aparición y el desarrollo de poblaciones bacterianas resistentes. Estos resultados 
también demuestran que Lb. brevis NFBC108 resultó más sensible a las bacteriocinas producidas por 
E. faecium L50 que P. damnosus CECT4797. A este respecto, la adición de 491 y 818 UB/ml de 
sobrenadante concentrado de E. faecium L50 a los cultivos de Lb. brevis NFBC108 (inóculo inicial de 
2×103 y 5×105 ufc/ml, respectivamente) provocó una rápida eliminación de la población bacteriana 
inicial (efecto bactericida) y no se detectaron células viables a las 360 h de incubación de los cultivos 
(Figs. 3.4.A y 3.4.B). Sin embargo, en los cultivos de P. damnosus CECT4797 (inóculo inicial de 
3×103 y 3×105 ufc/ml) fue necesario la adición de, al menos, 680 y 1.360 UB/ml para poder detectar un 
efecto bactericida de estas bacteriocinas y tampoco se detectaron células viables a las 360 h de 
incubación de los cultivos (Figs. 3.4.C y 3.4.D). Por otra parte, el hecho de que la adición de caldo 
MRS concentrado a los cultivos de Lb. brevis NFBC108 y P. damnosus CECT4797 no ejerciera ningún 
efecto frente a estos microorganismos permite hipotetizar que el efecto bactericida de los 
sobrenadantes de E. faecium L50 se debe a la acción antimicrobiana de las bacteriocinas producidas 
por esta cepa. Por último, Lb. lindneri DSMZ20690 no resultó sensible a las bacteriocinas producidas 
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×105 ufc/ml) desarrollados en mosto (con y sin lúpulo) provocó una rápida eliminación de la 
población bacteriana inicial (efecto bactericida) y no se detectaron células viables a las 144 h de 
incubación de los cultivos (Fig. 3.5). Por otra parte, en los cultivos de Lb. brevis NFBC108 (inóculo 
inicial de 4×105 ufc/ml) desarrollados en cerveza con diferente graduación alcohólica (1−5% de etanol, 
vol/vol) y “cerveza” sin alcohol (0% de etanol, vol/vol) fue necesario la adición de, al menos, 3.272 
UB/ml para poder detectar un efecto bactericida de estas bacteriocinas y tampoco se detectaron células 
viables a las 144 h de incubación de los cultivos (Fig. 3.6). En estos sustratos, el efecto bactericida fue 
mayor en cervezas con bajo contenido alcohólico (1% de etanol, vol/vol) (no se detectaron células 
viables a las 12 h de incubación), seguido de “cervezas” sin alcohol (0% de etanol, vol/vol) (no se 
detectaron células viables a las 24 h de incubación) y cervezas con alcohol (5% de etanol, vol/vol) (no 
se detectaron células viables a las 48 h de incubación) (Figs. 3.6.A, 3.6.B y 3.6.C). Estos resultados 
pueden explicarse por la existencia de un efecto sinérgico de las bacteriocinas de E. faecium L50 y los 
compuestos antimicrobianos de la cerveza (por ej.: iso-α-ácidos del lúpulo, etanol y ácidos orgánicos) 
y/o por la diferente concentración de iso-α-ácidos presentes en la cerveza dependiendo de su grado 
alcohólico. Así pues, el efecto bactericida fue mayor en la cerveza con bajo contenido alcohólico (1% 
de etanol, vol/vol) ya que este tipo de cerveza tiene mayor cantidad de iso-α-ácidos del lúpulo que la 
cerveza con alcohol (5% de etanol, vol/vol) y, por otra parte, la “cerveza” sin alcohol (0% de etanol, 
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vol/vol)posee más iso-α-ácidos que los otros tipos de cerveza pero no posee etanol. A este respecto, en 
estudios recientes se ha demostrado un efecto sinérgico de NisA y otras bacteriocinas con etanol, 
metabisulfito, lactato de sodio, sorbato potásico y ácido cítrico (Brewer et al., 2002; Bari et al., 2005; 
Al-Holy et al., 2006; Rojo-Bezares et al., 2007a). El hecho de que la adición de sobrenadante 
 a los compuestos antimicrobianos de estos sustratos cerveceros (por ej.: iso-α-ácidos 
del lúpulo, etanol y ácidos orgánicos). Por último, los resultados obtenidos demuestran que el efecto 
bactericida de las bacteriocinas de E. faecium L50 en estos sustratos fue menor que el obtenido en el 
medio de cultivo MRS y podría deberse a que la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas puede 
estar influida por la composición química y las condiciones físicas de los sustratos alimentarios 
(Cleveland et al., 2001; Aasen et al., 2003). Así pues, la disminución de la actividad antimicrobiana de 
las bacteriocinas de E. faecium L50 en los diferentes sustratos cerveceros podría deberse a: (i) su 
adhesión o adsorción a compuestos presentes en estos sustratos o a las células del microorganismo 
productor de las bacteriocinas debido al pH ácido de estos sustratos y/o (ii) su menor difusión en este 
sustrato. Los resultados de este trabajo resultan más satisfactorios que los descritos en un estudio 
similar realizado por Vaughan et al. (2004), en el que se describe que las bacteriocinas producidas por 
Lc. lactis M30 inhibían el desarrollo de la bacteria láctica alterante de la cerveza Lb. brevis BSH9 
cuando este microorganismo se encontraba en este sustrato en pequeñas dosis (inóculo inicial 1×10 
ufc/ml), pero que, sin embargo, si el inóculo inicial se aumentaba a 1×105 ufc/ml el efecto de las 
bacteriocinas era mínimo o, incluso, no se detectaba. 
VI.1.5. ESTABILIDAD FÍSICO-QUÍMICA DE LA ENTEROCINA L50 (L50A Y L50B) DE 
Enterococcus faecium L50 EN DIVERSOS SUSTRATOS CERVECEROS 
En este trabajo se evaluó la estabilidad de EntL50 (EntL50A y EntL50B) frente a los tratamientos 
térmicos llevados a cabo durante el proceso de elaboración de la cerveza, así como durante su 
almacenamiento con el objeto de determinar en que fase del proceso de fabricación de la cerveza 
podría adicionarse esta bacteriocina para impedir el desarrollo de las bacterias lácticas alterantes de 
este producto. 
En primer lugar, se determinó la estabilidad de EntL50 (EntL50A y EntL50B) frente a los 
tratamientos térmicos empleados para la: (i) maceración, tratamientos térmicos sucesivos a 45, 62, 72 y 
78ºC durante 30 min en mosto sin lúpulo, (ii) ebullición, tratamiento térmico a 100ºC durante 90 min 
en mosto con lúpulo, (iii) fermentación, tratamiento térmico a 15ºC durante 6−10 días en mosto con 
lúpulo, y (iv) pasteurización, tratamientos térmicos a 65 y 75ºC durante 40 y 10 min, respectivamente, 
en cerveza con alcohol (5% de etanol, vol/vol). Los resultados obtenidos demuestran que EntL50 
(EntL50A y EntL50B) posee una elevada termorresistencia a los tratamientos térmicos llevados a cabo 
durante el proceso de elaboración de la cerveza, ya que, la actividad antimicrobiana residual de EntL50 
concentrado de los diferentes sustratos cerveceros a los cultivos de Lb. brevis NFBC108 no ejerciera 
ningún efecto frente a este microorganismo permite hipotetizar que el efecto bactericida de los 
sobrenadantes de E. faecium L50 se debe a la acción antimicrobiana de las bacteriocinas producidas 
por esta cepa y no
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(EntL50A y EntL50B) osciló entre un 62 y un 97% (Fig. 3.7; Tabla III.6). En segundo lugar, se 
determinó la estabilidad de EntL50 (EntL50A y EntL50B) durante su almacenamiento en cerveza a 
refrigeración (8ºC) y temperatura ambiente (25ºC), lo que puso de manifiesto que esta bacteriocina 
mantiene una actividad antimicrobiana residual del 88 y el 52%, respectivamente (Fig. 3.7; Tabla 
III.6). Los resultados descritos sugieren la posibilidad del empleo de EntL50 (EntL50A y EntL50B) 
como bioconservante de la cerveza en cualquier fase de su proceso de elaboración incluso en el 
producto elaborado y envasado. Conviene destacar que los resultados de este trabajo son más 
satisfactorios que los obtenidos por Vaughan et al. (2004), quienes describieron que las bacteriocinas 
producidas por Lc. lactis M30 pierden su actividad antimicrobiana después de 12 h de fermentación, a 
diferencia de NisA, y cuando se adicionan a mosto con lúpulo y se someten a ebullición. Sin embargo, 
al igual que en este trabajo, cuando estas bacteriocinas se someten a los tratamientos térmicos de 
pasteurización de la cerveza y almacenamiento a 30ºC y refrigeración, su actividad antimicrobiana no 
resulta prácticamente afectada.  
De forma general, existen tres estrategias para la aplicación de las bacteriocinas como 
bioconservantes alimentarios: (i) utilización como aditivo alimentario de la bacteriocina purificada o 
parcialmente purificada, (ii) adición como ingrediente alimentario de un medio fermentado por una 
cepa bacteriocinogénica e (iii) inoculación del alimento con una cepa bacteriocinogénica con la 
capacidad de producir bacteriocina(s) in situ (cultivo protector y/o cultivo iniciador) (sección II.3.4.10) 
(Abee et al., 1995; Holzapfel et al., 1995; Schillinger et al., 1996; Aymerich y Hugas, 1998; Ross et 
al., 1999; Chikindas y Montville, 2002; Cotter et al., 2005b; Deegan et al., 2006; de Vuyst y Leroy, 
2007; Gálvez et al., 2007). En principio, una vez demostrada su inocuidad, cualquier bacteria láctica, 
cepa bacteriocinogénica y/o bacteriocina podría emplearse en la industria alimentaria bajo las dos 
primeras formas de aplicación; de hecho, las bacterias lácticas bacteriocinogénicas se han utilizado de 
forma empírica o inadvertidamente durante siglos en las fermentaciones alimentarias (Stiles, 1996). Sin 
embargo, el empleo de bacteriocinas como aditivos alimentarios está sujeto a la regulación de la lista 
positiva de estas sustancias y, en la actualidad, la única bacteriocina autorizada internacionalmente 
como aditivo antimicrobiano es NisA (conservante alimentario E-234). A este respecto, en la Unión 
Europea está permitida la utilización de NisA como conservante en determinados tipos de quesos, 
productos lácteos y postres. Asimismo, en Australia y Nueva Zelanda también está permitida su 
adición como conservante de la cerveza (Delves-Broughton et al., 1996; Riley y Wertz, 2002; Twomey 
et al., 2002; Delves-Broughton, 2005). En este contexto, para que se acepte legalmente el empleo de 
una bacteriocina como aditivo alimentario se requieren numerosos estudios bioquímicos, genéticos y 
toxicológicos que suponen un coste económico muy importante (Schoeman et al., 1999; Deegan et al., 
2006), lo que provoca que su empleo como bioconservante se realice mediante cualquiera de las otras 
dos estrategias mencionadas anteriormente. Por ello, la utilización como ingrediente alimentario de un 
sustrato alimentario fermentado por la cepa productora de bacteriocina(s) o la adición directa del 
microorganismo bacteriocinogénico al alimento, con la consiguiente producción in situ de la 
bacteriocina, representan estrategias de bioconservación muy interesantes, pues no llevan asociadas el 
coste económico y de tiempo que requiere el empleo y la autorización legal de las bacteriocinas como 
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aditivos alimentarios y, en el caso de la utilización del microorganismo bacteriocinogénico, 
proporciona una fuente de bacteriocina más duradera (McMullen y Stiles, 1996; Benkerroum et al., 
2002). 
Con base en lo expuesto anteriormente, en este trabajo se hipotetizó sobre la posibilidad de 
emplear como cultivos iniciadores y protectores (bioconservantes) de la cerveza levaduras cerveceras 
recombinantes con la capacidad de producir bacteriocinas in situ durante la fermentación del mosto e 
inhibir, por tanto, el desarrollo de bacterias lácticas alterantes. En este contexto, se procedió a la 
obtención de cepas de laboratorio de Sc. cerevisiae productoras de EntL50 (EntL50A y/o EntL50B), lo 
que posiblemente permitirá en un futuro desarrollar levaduras cerveceras bacteriocinogénicas y evaluar 
la viabilidad y eficacia de su empleo como estrategia de bioconservación de la cerveza. 
VI.2. EXPRESIÓN Y SECRECIÓN HETERÓLOGA DE LA ENTEROCINA L50 (L50A Y/O 
L50B) DE Enterococcus faecium L50 EN LEVADURAS 
La clonación, expresión y producción funcional de bacteriocinas por hospedadores heterólogos 
puede permitir: (i) conocer la función de las proteínas codificadas por los genes de biosíntesis de las 
bacteriocinas, (ii) incrementar la producción de bacteriocinas, (iii) producir bacteriocinas en 
hospedadores más seguros, (iv) construir cepas productoras de varias bacteriocinas, (v) mejorar la 
adaptación de los hospedadores seleccionados para su implantación y desarrollo en diversos sustratos 
alimentarios y (vi) conferir una actividad antimicrobiana mayor o más específica a bacterias lácticas 
utilizadas como cultivos iniciadores, protectores y/o probióticos (sección II.6) (Fernández et al., 2005a, 
b; Gutiérrez, 2005; Criado, 2006; Martín, 2006). Generalmente, los sistemas de expresión heteróloga 
de proteínas han utilizado E. coli como hospedador, ya que éste es el microorganismo mejor 
teriocinas de bacterias 
lácti
mption of Safety). Por otra parte, diversas especies de levaduras (por ej.: Sc. cerevisiae 
y Pc. pastori
caracterizado genéticamente y existen numerosas herramientas genéticas disponibles para su 
manipulación; no obstante, su empleo para la producción heteróloga de bac
cas con fines alimentarios presenta limitaciones e inconvenientes (sección II.6) (Fernández et al., 
2005a, b). Las bacterias lácticas constituyen un hospedador heterólogo adecuado, ya que generalmente 
se consideran microorganismos seguros o de “grado alimentario” (status GRAS, del inglés Generally 
Recognized as Safe) y por la Autoridad de Seguridad Alimentaria Europea (status QPS, del inglés 
Qualified Presu
s) también resultan interesantes como hospedadores heterólogos para la producción de 
bacteriocinas con fines alimentarios, ya que se les pueden aplicar las técnicas de manipulación genética 
de procariotas y, además, gozan de la versatilidad de los sistemas eucariotas (Fernández et al., 2005a, 
b). 
En este trabajo se procedió a caracterizar molecularmente los mecanismos implicados en la 
secreción e inmunidad de EntL50 (EntL50A y EntL50B) en E. faecium L50, lo que podría facilitar la 
expresión y secreción heteróloga de EntL50A y EntL50B, independiente y conjuntamente, junto con 
su(s) proteína(s) de transporte/inmunidad en hospedadores heterólogos de interés para la industria 
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cervecera y alimentaria (Sc. cerevisiae) y la industria farmacéutica (Pc. pastoris). Los resultados 
obtenidos por Cintas et al. (1998a) y Criado (2006) demostraron que los determinantes genéticos 
responsables de la producción e inmunidad de EntL50A y EntL50B están ligados genéticamente y se 
localizan en el plásmido pCIZ1 (aprox., 50 kb). Asimismo, la determinación y el análisis de la 
secuencia nucleotídica de un fragmento de 21.446 pb de pCIZ1 reveló la presencia de 27 hipotéticos 
genes (ORFs, del inglés Open Reading Frame) organizados en cuatro regiones funcionales 
diferenciadas (Criado, 2006). El análisis de la secuencia nucleotídica de la región IV (orf 18−27) 
permitió determinar que contiene diez genes y está organizada en dos agrupaciones génicas con 
orientación contraria (orf18−19 y orf20−27) (Fig. 2.7). La primera agrupación génica está compuesta 
por los genes estructurales de EntL50B (orf18, entL50B) y EntL50A (orf19, entL50A), mientras que la 
segunda está constituida por ocho genes consecutivos (orf20−27). Los genes orf20 (entL50C), orf21 
(entL50D) y orf22 (entL50E) codifican proteínas que no muestran homologías significativas con 
ninguna proteína descrita; sin embargo, orf23 (entL50F) codifica una proteína con homología con una 
proteína ya descrita pero con función desconocida. Por otra parte, los genes orf24 (entL50G), orf25 
(entL50H), orf26 (entL50I) y orf27 (entL50J) codifican proteínas que presentan homología con 
proteínas que constituyen las diferentes subunidades de transportadores del tipo ABC y, por ello, se 
dedujo que EntL50GHIJ constituye un nuevo transportador del tipo ABC compuesto por tres 
subunidades (dos subunidades de membrana [EntL50G y EntL50J] y una subunidad ATPasa 
[EntL50I]) y una proteína accesoria (EntL50H) (Criado, 2006). Es interesante destacar que 
EntL50GHIJ muestra una elevada homología con el transportador adicional del tipo ABC As-48EFGH 
de E. faecalis S-48 (Díaz et al., 2003), que está implicado en la inmunidad frente a la enterocina AS-48 
(EntAS-48), junto con la proteína de inmunidad As-48D1, y que coexiste con el transportador del tipo 
ABC As-48C1D, dedicado exclusivamente al procesamiento y transporte de las moléculas de EntAS-48 
recién sintetizadas, aunque también proporciona un nivel bajo de inmunidad (Díaz et al., 2003). 
Análogamente, EntL50GHIJ podría actuar confiriendo inmunidad frente a EntL50A y EntL50B. No 
obstante, no se puede descartar que EntL50GHIJ también actúe como el transportador del tipo ABC 
dedicado a la secreción de EntL50A y EntL50B, ya que en las proximidades de entL50A y entL50B no 
se localizan genes que codifiquen ningún otro transportador del tipo ABC. Por otra parte, la 
organización genética de la agrupación génica de EntL50 (EntL50A y EntL50B) en pCIZ1 es muy 
similar a la descrita para EntAS-48 en pMB2 (Martínez-Bueno et al., 1998; Díaz et al., 2003), ya que 
ambas están compuestas por los genes estructurales de las bacteriocinas y 8−9 genes contiguos, de los 
que los cuatro últimos (EntL50GHIJ y As-48EFGH) muestran una elevada homología y codifican un 
transportador del tipo ABC. En este sentido, los primeros cinco genes de la agrupación génica de 
EntAS-48 están implicados en la síntesis y modificación postraduccional del precursor de esta 
bacteriocina (as-48A y as-48BC, respectivamente), su secreción (as-48C1 y as-48D) e inmunidad (as-
48D1). De forma similar, los primeros seis genes de la agrupación génica de EntL50 están implicados 
en la síntesis de EntL50A y EntL50B (entL50A y entL50B) y, probablemente, en su secreción y en la 
inmunidad frente a esta bacteriocina (entL50CDEF). No obstante, el análisis de sus productos génicos 
(EntL50C, EntL50D, EntL50E y EntL50F) no permitió identificar rasgos típicos de transportadores del 
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tipo ABC, por lo que se hipotetizó que el transportador del tipo ABC EntL50GHIJ podría tener una 
función dual, estando implicado en la secreción y la inmunidad a esta bacteriocina (Criado, 2006), de 
forma similar al transportador MDR del tipo ABC LmrB de Lc. lactis BGM-1 (Gajic et al., 2003), 
responsable del transporte e inmunidad a las bacteriocinas LsbA y LsbB que, al igual que EntL50A y 
EntL50B, se sintetizan sin extensión N-terminal (Gajic et al., 2003). Considerando lo expuesto 
anteriormente, en este trabajo se procedió a la investigación de la función biológica de las proteínas 
codificadas por EntL50CDEF y EntL50GHIJ, con el objeto de determinar si está(n) involucradas en la 
inmunidad y/o el transporte activo de EntL50A y EntL50B al medio extracelular, respectivamente, lo 
que también protegería a E. faecium L50 del efecto tóxico de esta bacteriocina. Para lograr este 
objetivo se procedió (i) al aislamiento y la purificación del plásmido pCIZ1 de E. faecium L50 y la 
amplificación (fragmento A) de los genes estructurales de EntL50B (orf18, entL50B) y EntL50A 
(orf19, entL50A) y orf20−27 mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés 
mido recombinante en células competentes 
de E. coli One Shoot TOP-10 (Invitrogen); (iii) a la restricción enzimática de este plásmido 
recombinante y la clonación del fragmento A resultante en el vector de expresión pMG36e, 
previamente digerido con las mismas enzimas de restricción, y la estabilización del plásmido 
recombinante (pMG36e-A) mediante su electroporación en células competentes de E. coli DH5α 
(Invitrogen); (iv) a la determinación de la secuencia nucleotídica del fragmento A de pMG36e-A y, por 
último, (v) al aislamiento, purificación y electroporación de pMG36e-A en cepas sensibles a EntL50A 
y EntL50B (Lc. lactis MG2097, Lc. lactis MG2101, E. faecium 14−2 y E. faecium P13) y en cepas 
resistentes a esta bacteriocina (Lc. lactis IL1403 y E. faecalis JH2−2). Conviene destacar que, para 
ninguna de estas cepas, se obtuvieron colonias transformantes con el plásmido recombinante y, por 
ello, no fue posible demostrar la función biológica de estas proteínas en el transporte y/o inmunidad de 
esta bacteriocina, lo que habría permitido evaluar la utilidad de estas proteínas para proceder a la 
expresión y secreción heteróloga de EntL50A y EntL50B, independiente y conjuntamente, en Sc. 
cerevisiae y Pc. pastoris. 
VI.2.1. EXPRESIÓN Y SECRECIÓN HETERÓLOGA DE LA ENTEROCINA L50 (L50A Y/O 
L50B) EN Saccharomyces cerevisiae 
La primera levadura descrita como sistema de producción heteróloga de proteínas y péptidos es Sc. 
cerevisiae (Cregg et al., 1993). Sc. cerevisiae, al igual que E. coli, es uno de los microorganismos 
mejor caracterizados genética y fisiológicamente y la consideración de la mayoría de las cepas como 
microorganismos seguros para las personas favorece su elección como hospedador para la producción 
heteróloga de proteínas y péptidos de interés. Además, en los últimos años, se han desarrollado 
plásmidos, vectores de integración cromosómica y diversos promotores y péptidos señal (SP, del inglés 
Signal Peptide) que permiten la expresión y secreción de proteínas, intrínsecas y extrínsecas a la 
Polymerase Chain Reaction); (ii) a la clonación del fragmento A en el vector pCRII-Blunt-TOPO 
(Invitrogen) y posterior transformación química de este plás
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levadura, al medio extracelular (sección II.6.1) (Brake et al., 1984; Brake, 1989, 1990; Bardazzi y 
Casalone, 2004; Schuller y Casal, 2005; Cebollero et al., 2007). 
VI.2.1.1. DISEÑO Y CONSTRUCCIÓN DEL VECTOR DE EXPRESIÓN Y SECRECIÓN DE 
PROTEÍNAS pYABD01 PARA Saccharomyces cerevisiae 
En la actualidad, diversos grupos de investigación han diseñado y empleado distintos vectores 
para la expresión y secreción heteróloga de diversas proteínas por Sc. cerevisiae (por ej.: pPRL2 y 
YEpFLAG-1) (Schoeman et al., 1999; Schuster et al., 2000; van Reenen et al., 2003). Sin embargo, 
este tipo de vectores no se encuentran disponibles comercialmente, por lo que en este trabajo se 
procedió al diseño y construcción de un nuevo vector a partir del vector de clonación/expresión de Sc. 
cerevisiae pYES-2 (5.856 pb) (Fig. 6.1.A) y del vector de clonación/expresión/secreción de Pc. 
pastoris pPICZαA (3.593 pb) (Fig. 6.1.B). El vector pYES-2 presenta la capacidad de mantenerse 
como episomas en alto número de copias (10−40 copias/célula) y permite la expresión génica bajo el 
control del promotor del operón Gal1, inducible por galactosa y represible por glucosa, lo que 
posibilita un alto nivel de expresión génica; no obstante, no permite la secreción de las proteínas 
recombinantes expresadas por estas levaduras. Asimismo, este vector confiere a las cepas receptoras 
auxotróficas para el uracilo la capacidad de desarrollarse en ausencia de este compuesto. Por otra 
parte, el vector pPICZαA contiene la región nucleotídica que codifica el SP requerido para la 
secreción de la feromona factor-α 1 (MFα1s, del inglés Mating Pheromone α-factor Secretion Signal) 
que induce la conjugación en determinadas cepas de Sc. cerevisiae, lo que permite la secreción de las 
proteínas recombinantes expresadas en Pc. pastoris; sin embargo, este vector no puede utilizarse en 
Sc. cerevisiae. MFα1s se ha convertido en una de las secuencias más empleadas para la secreción 
heteróloga de proteínas en Sc. cerevisiae y ha permitido la expresión y secreción de proteínas de 
diferente tamaño molecular (24−842 aa) (Brake et al., 1984; Brake, 1989, 1990; Cregg et al., 1993; 
Ilgen et al., 2005). De forma general, las proteínas solubles que no presentan sitios de glucosilación 
en su secuencia suelen expresarse y secretarse eficientemente si se fusionan a MFα1s; no obstante, la  
Figura 6.1. Mapa genético del vector de expresión de Sc. cerevisiae pYES-2 (A) y del vector de expresión 
y secreción de Pc. pastoris pPICZαA (B). Adaptado de Invitrogen. 
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secreción de estas proteínas puede inhibirse en las que poseen un gran número de regiones hidrofóbicas 
(por ej.: dominios transmembrana) (Schuster et al., 2000). Por todo ello, mediante laclonación de 
MFα1s del vector pPICZαA en el vector de clonación/expresión de proteínas pYES-2 se obtuvo un 
nuevo vector de expresión y secreción de proteínas para Sc. cerevisiae, denominado pYABD01 (6.101 
pb) (Fig.6.2), y se procedió a la expresión y secreción heteróloga de EntL50A y EntL50B, 
independiente y conjuntamente, en este hospedador eucariota. 
Figura 6.2. Mapa genético del vector de expresión y secreción de proteínas pYABD01 (6.101 pb) para Sc. 
cerevisiae. 
VI.2.1.2. EXPRESIÓN Y SECRECIÓN HETERÓLOGA DE LAS ENTEROCINAS L50A Y 
L50B EN Saccharomyces cerevisiae 
La clonación de entL50A y entL50B, independiente y conjuntamente (entL50AB), fusionados con 
MFα1s en el vector de expresión y secreción de proteínas pYABD01 permitió la construcción de los 
plásmidos recombinantes pYABD02, pYABD03 y pYABD04, respectivamente (Figs. 4.1 y 6.3), para 
midos recombinantes en células competentes de Sc. cerevisiae 
INV
masa celular seca [UB/mgMCS] en SCGR y 65 y 0 UB/mgMCS en YPGR, respectivamente) y la 
CYC1 TT
URA3
pUC ori
PGAL1
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Ampicillin
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pYABD01
6,101 pb
MFα1s
evaluar la producción de EntL50A y EntL50B, independiente y conjuntamente, por Sc. cerevisiae. La 
transformación posterior de estos plás
Sc1 tuvo como resultado la obtención de las levaduras recombinantes Sc. cerevisiae L50A-20 
(pYABD02), Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) y Sc. cerevisiae L50AB-27 (pYABD04). 
Los resultados obtenidos demuestran que Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae 
L50B-4 (pYABD03) poseen, respectivamente, la capacidad de expresar y secretar EntL50A y EntL50B 
biológicamente activos al medio extracelular (Fig. 4.2; Tabla IV.3). A pesar de que el desarrollo de 
estas levaduras recombinantes fue mayor en el medio complejo YPGR (DO600= 8,5) que en el medio 
mínimo SCGR (DO600= 4,8−5,1), la actividad antimicrobiana fue mucho menor (255 y 165 UB/mg 
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Figura 6.3. Electroforesis en gel de agarosa de los plásmidos 
recombinantes pYABD01 (1), pYABD02 (2), pYABD03 (3) y 
pYABD04 (4). M, marcador de tamaño molecular Real Escala Nº 
1 (Durviz). M´, marcador de tamaño molecular Supercoiled DNA 
ladder (Invitrogen). 
máxima cantidad de EntL50A y EntL50B en el medio YPGR (5,2 y 19,1 ng/mg masa celular seca 
[ng/mgMCS], respectivamente) representó un 62 y un 80% de la máxima cantidad obtenida en el 
medio SCGR (8,4 y 24,0 ng/mgMCS, respectivamente). Las diferencias en la producción de estos 
péptidos puede deberse, al menos parcialmente, a la inestabilidad plasmídica de las levaduras 
recombinantes desarrolladas en YPGR por la ausencia de un factor de selección en este medio. 
Asimismo, Cintas et al. (1998a) determinaron que EntL50A y EntL50B son péptidos catiónicos y, por 
ello, pueden interaccionar electrostáticamente con las cargas negativas presentes en la superficie 
celular de las levaduras como se ha demostrado para otras bacteriocinas (Klaenhammer, 1988; Ray, 
1992, Yang et al., 1992; Cintas et al., 2001; von Mollendorff et al., 2007). Conviene destacar que, de 
forma general, la adsorción de bacteriocinas a las células del microorganismo productor es un 
et al., 2005; Gutiérrez et al., 2005a, b; Ilgen et al., 2005; Sebban-Kreuzer et al., 2006); (ii) la mayor 
agregación de los monómeros de los péptidos entre sí o con otros compuestos del medio dando lugar a 
M M1 2 3 4pb ´ pb
7045 
60305000 4000
mecanismo dependiente del pH, detectándose en la mayoría de los casos la máxima y mínima 
adsorción a pH 6,0−7,0 y 2,0−3,0, respectivamente (Yang et al., 1992; von Mollendorff et al., 2007). A 
este respecto, el pH final de los cultivos de Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-
4 (pYABD03) desarrollados en el medio SCGR fue menor que el obtenido en el medio YPGR (pH 3,0 
y 6,0, respectivamente) y, por ello, la menor cantidad de EntL50A y EntL50B en este medio pudo 
deberse a una mayor adsorción a la superficie celular de las levaduras. Por otra parte, la menor 
actividad antimicrobiana de Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) 
en YPGR puede deberse, al menos parcialmente, a: (i) la mayor presencia de componentes del medio 
(por ej.: sal) o compuestos generados durante el desarrollo de estas levaduras (por ej.: colágeno) que 
pueden interferir en la actividad antimicrobiana de estos péptidos, como se ha descrito anteriormente 
para EntP, NisA y PedPA-1 (Schoeman et al., 1999; Schuster et al., 2000; Zhang et al., 2000; Beaulieu 
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oligómeros con menor actividad antimicrobiana en los respectivos sobrenadantes (Schoeman et al., 
1999; Criado et al., 2006b) y/o (iii) la mayor degradación de estos péptidos debido a una mayor 
producción de proteasas (por ej.: proteinasa A), como consecuencia de una mayor densidad y lisis 
celular (Schoeman et al., 1999; Brey et al., 2003; Beaulieu et al., 2005; Gutiérrez et al., 2005a; Criado 
et al., 2006b). Por otra parte, Sc. cerevisiae posee la capacidad de llevar a cabo modificaciones 
postraduccionales de las proteínas secretadas, entre las que destacan: (i) maduración proteolítica, (ii) 
formación de enlaces disulfuro y (iii) glucosilación, que pueden producir la inactivación de la proteína 
secretada y/o una disminución en su actividad antimicrobiana, además de un reconocimiento antigénico 
diferente al de las proteínas “naturales” (Brake et al., 1984; Brake, 1990; Cereghino y Cregg, 2000; 
C5 a valores de pH inferiores a 6,5, que está limitada al comienzo de la fase exponencial de 
pYABD02) en los medios SCGR e YPGR fue 3−4 veces menor aproximadamente, que la 
máxima cantidad de EntL50B producida por Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03). Estas diferencias de 
producción pueden deberse a una mayor degradación proteolítica de EntL50A y/o una mayor secreción 
de EntL50B por este hospedador eucariota. A este respecto, otros estudios han demostrado que la 
eficiencia de secreción de este hospedador depende parcialmente de las características naturales de la 
proteína secretada (Cereghino y Cregg, 2000; Schuster et al., 2000; Cereghino et al., 2002); no 
obstante, resulta improbable que este fenómeno sea responsable de estas diferencias de producción 
entre EntL50A y EntL50B ya que estos péptidos poseen secuencias aminoacídicas muy similares (72% 
de identidad), presentan características fisicoquímicas parecidas (por ej.: tamaño molecular, carga 
eléctrica, punto isoeléctrico [pI] e hidrofobicidad) y 31 de sus 44 y 43 aminoácidos, respectivamente, 
son idénticos, especialmente los del extremo N-terminal, incluidos los ocho primeros residuos 
aminoacídicos (Cintas et al., 1998a, 2000d). Además, las proteínas hidrofóbicas (por ej.: las 
bacteriocinas) se insertan a las membranas de las células productoras (Schiffer et al., 1992; Schoeman 
et al., 1999). A este respecto, Cintas et al. (2000d) determinaron que EntL50A es un péptido más 
Schuster et al., 2000; Ilgen et al., 2005). A este respecto, conviene destacar que EntL50A y EntL50B 
no presentan típicas secuencias de glucosilación en su molécula, por lo que es improbable que las 
diferencias cualitativas y cuantitativas de actividad antimicrobiana obtenidas en los medios SCGR e 
YPGR sean debidas a reacciones de glucosilación. 
Los resultados de la Tabla IV.3 demuestran que la producción de EntL50A y EntL50B por las 
cepas recombinantes Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03), 
respectivamente, es paralela al crecimiento celular (metabolitos primarios), ya que, una vez inducida 
por la adición de galactosa a los cultivos (DO600=2,0), continúa durante la fase logarítmica de 
crecimiento y alcanza su valor máximo al final de dicha fase o al comienzo de la fase estacionaria, de 
forma similar a lo descrito para: (i) EntL50 de E. faecium L50, desarrollada en caldo MRS a diferentes 
temperaturas (Criado et al., 2006b); (ii) EntP de E. faecium P13, producida heterólogamente por cepas 
de Methylobacterium extorquens (Gutiérrez et al., 2005b) y (iii) enterocina 1146 (EntA) (Parente y 
Hill, 1992), enterocina 900 (EntB) (Franz et al., 1996) y enterocina 7C5 (enterocina AS-48) (Torri 
Tarelli et al., 1994), pero contrariamente a lo descrito para la producción de EntB por E. faecium RZS 
crecimiento (Leroy y de Vuyst, 2002). La máxima cantidad de EntL50A producida por Sc. cerevisiae 
L50A-20 (
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hidrofóbico que EntL50B (grado de hidrofobicidad [GRAVY, del inglés Grand Average of 
Hydropathicity] de 0,202 y –0,144, respectivamente) y, por ello, puede producirse una mayor inserción 
de EntL50A a la membrana citoplasmática de la levadura. 
Por otra part n concentraciones 
equimolares esultados obtenidos en 
EntL50A y EntL50B 
sintetizados in vitro ando ambos péptidos se 
encuentran en concentraciones equim se procedió a desarrollar 
una cepa con la ca  EntL50B (Sc. cerevisiae 
L50AB [pYABD04  L50AB-2 (pYABD04) se 
detectó después de 144 h d EntL50A y EntL50B 
se evaluó 0A por Sc. 
cerevisiae L50AB-2 (pY e la obtenida por Sc. 
cerevisiae L5 produjo EntL50B. La 
secuenciación del fr to de confirmar que 
el plásmido recomb  de MFα1s-entL50A 
y MFα1s-entL50B, interrumpía siempre 
después del primer agmento α-L50A-α-
L50B con HindIII-S o que permitió: (i) la obtención de los fragmentos α-L50A y α-
L50B, respectivamente, (ii) la finalización de la secuenciación de ambos fragmentos y (iii) la 
demostración de que el plásmido pYABD04 contiene las secuencias correctas de MFα1s-entL50A y 
MFα1s-entL50B. Estos resultados, junto con la similitud de las características fisicoquímicas de 
EntL50A y EntL50B (Cintas et al., 1998a), sugirieron la posible formación de estructuras secundarias 
de ADN en el fragmento α-L50A-α-L50B y, probablemente, en el ARNm, produciéndose el bloqueo 
en la expresión de entL50B a nivel transcripcional y traduccional y, concomitantemente, una mayor 
producción de EntL50A. A este respecto, otros estudios han demostrado que las estructuras secundarias 
inhiben el comienzo de la traducción en Sc. cerevisiae (Oliveira et al., 1993; Vega-Laso et al., 1993). 
Por otra parte, debido a que no fue posible la producción simultánea de EntL50A y EntL50B por una 
única de cepa de Sc. cerevisiae, se procedió a su coproducción mediante el desarrollo de un cocultivo 
de Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) (Fig. 4.3), lo que 
permitió demostrar que EntL50A y EntL50B pueden producirse en un mismo cultivo y que estos 
péptidos recombinantes coproducidos también actúan sinérgicamente, especialmente si se encuentran 
en concentraciones equimolares (Fig. 4.4). 
Hasta la fecha, MFα1s de Sc. cerevisiae se ha empleado para la expresión y secreción heteróloga 
en este hospedador de dos bacteriocinas de la subclase IIa: (i) PedPA-1 de P. acidilactici PAC1.0 
(Schoeman et al., 1999) y (i) plantaricina 423 (Plt423) de Lactobacillus plantarum 423 (van Reenen et 
al., 2003). En estos estudios, las cepas recombinantes de Sc. cerevisiae expresaron y secretaron 
heterólogamente estas bacteriocinas en medio sólido, bajo el control del promotor de la alcohol 
e, conviene destacar que EntL50A y EntL50B se producen e
en la cepa salvaje E. faecium L50 (Criado et al., 2006b) y que los r
este estudio y en un trabajo previo (Cintas et al., 1998a) demuestran que 
 actúan sinérgicamente, siendo este sinergismo mayor cu
olares (Fig. 3.2; Tabla III.5). Por ello, 
pacidad de expresar y secretar conjuntamente EntL50A y
]). La máxima actividad antimicrobiana de Sc. cerevisiae
e fermentación (300 UB/mgMCS) y la producción de 
mediante un ensayo inmunoenzimático, detectándose que la producción de EntL5
ABD04) (10,4 ng/mgMCS) era un 24% mayor qu
0A-20 (pYABD02); no obstante, esta levadura recombinante no 
agmento α-L50A-α-L50B se realizó reiteradamente con el obje
inante pYABD04 poseía las secuencias nucleotídicas correctas
aunque, sorprendentemente, la reacción de secuenciación se 
codon de MFα1s. Así pues, se procedió a la digestión del fr
maI y SmaI-XbaI, l
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deshidrogenasa ADH1; no obstante, en los sobrenadantes no concentrados de los cultivos de las 
levaduras recombinantes no se detectó actividad antimicrobiana, lo que se atribuyó a que PedPA-1 y 
Plt423 se mantenían asociadas a la membrana o a la pared celular de las células productoras. 
Asimismo, la falta de disponibilidad de técnicas analíticas para la detección y cuantificación de estas 
bacteriocinas en los sobrenadantes de los cultivos productores no permitió determinar la relación 
existente entre las concentraciones de PedPA-1 y Plt423 y su actividad biológica, probablemente 
disminuida por: (i) una posible glucosilación de las moléculas, (ii) la actividad de enzimas 
proteolíticas, (iii) la agregación entre sí o a otras moléculas y/u (iv) otras razones bioquímicas o 
biofísicas no determinadas aún (Schoeman et al., 1999; van Reenen et al., 2003). 
Por otra parte, conviene destacar que a pesar de que la cantidad de EntL50A (8,4 ng/mgMCS) y 
EntL50B (24 ng/mgMCS) producida por Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-4 
(pYABD03), respectivamente, desarrolladas en el medio mínimo SCGR a 30ºC sólo representó un 4 y 
un 11% de la máxima cantidad producida por la cepa salvaje E. faecium L50 desarrollada en el medio 
complejo MRS a 25ºC (217 y 210 ng/mgMCS, respectivamente) (Criado et al., 2006b), los 
sobrenadantes de estas levaduras recombinantes pudieron utilizarse para la purificación a 
homogeneidad de EntL50A y EntL50B mediante cromatografía (sección VI.2.1.3), ya que el empleo de 
sobrenadantes de la cepa salvaje E. faecium L50 no permitió separar ambos péptidos debido a que, 
como se mencionó anteriormente, presentan una gran similitud en su secuencia aminoacídica (72% de 
identidad) y en sus características fisicoquímicas (Cintas et al., 1995, 1998a). 
VI.2.1.3. PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LAS ENTEROCINAS L50A Y L50B 
PRODUCIDAS HETERÓLOGAMENTE POR Saccharomyces cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y 
Saccharomyces cerevisiae L50B-4 (pYABD03), RESPECTIVAMENTE 
El protocolo de purificación de bacteriocinas que mayor difusión ha alcanzado en el campo de las 
bacteriocinas de las bacterias lácticas se basa en el pequeño tamaño molecular, la naturaleza catiónica y 
la relativa hidrofobicidad de las bacteriocinas (secciones II.3.4.5) (Nissen-Meyer et al., 1992; Cintas et 
al., 2001). Este protocolo incluye: (i) el desarrollo de la cepa bacteriocinogénica en un medio líquido 
bajo condiciones óptimas para la producción de bacteriocinas, (ii) la obtención del correspondiente 
sobrenadante libre de células, (iii) la precipitación de las proteínas mediante adición de sulfato amónico 
y, por último, (iv) diversas etapas cromatográficas, entre las que incluyen las cromatografías de 
intercambio iónico (aniónico o catiónico), interacción hidrofóbica y fase inversa en un sistema de 
cromatografía líquida rápida de proteínas (FPLC, del inglés Fast Protein Liquid Chromatography). 
Asimismo, algunos autores han descrito una variante de este protocolo que incluye una epata 
cromatográfica de filtración en gel previa al intercambio catiónico (Cintas, 1995; Cintas et al., 1997; 
Casaus et al., 1997; Herranz et al., 2001d). 
La purificación de EntL50A y EntL50B producidos por las cepas recombinantes Sc. cerevisiae 
L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03), respectivamente, desarrolladas en el 
medio mínimo SCGR, se realizó empleando el protocolo descrito por Cintas et al. (1995) para la 
purificación de EntL50 (EntL50A y EntL50B) producida por la cepa salvaje E. faecium L50 
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desarrollada en el medio complejo MRS. No obstante, los resultados obtenidos no fueron satisfactorios 
ya que las proteínas obtenidas tras la etapa de precipitación con sulfato amónico de las proteínas de los 
correspondientes sobrenadantes se adsorbieron débilmente a la matriz de intercambio catiónico, 
contrariamente a lo ocurrido para EntL50 producida por la cepa salvaje. Por ello, se procedió a repetir 
el proceso de purificación incluyendo una etapa cromatográfica de filtración en gel, previa al 
intercambio catiónico, lo que permitió una recuperación del 82 y el 64% de la actividad de EntL50A y 
EntL50B obtenida en las fracciones de precipitación con sulfato amónico. La precipitación con sulfato 
amónico tiene como objetivo la concentración de las proteínas del sobrenadante de los cultivos 
bacteriocinogénicos; dado que durante esta precipitación, además de las bacteriocinas, coprecipitan un 
gran número de proteínas “contaminantes”, en su mayoría procedentes del medio de cultivo, éstas 
deben eliminarse en etapas sucesivas del proceso de purificación. La precipitación de las proteínas de 
los sobrenadantes de Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) 
permitió la obtención, tras su centrifugación, de tres fracciones bien diferenciadas: un precipitado, una 
película flotante y un sobrenadante. La presencia de esta película flotante se ha detectado tras la 
precipitación con sulfato amónico de otras bacteriocinas como EntA producida por E. faecium PLBC21 
(Martín et al., 2007a), EntL50 (EntL50A y EntL50B) producida por E. faecium L50 (Cintas et al., 
1995), EntP producida por E. faecium P13 (Casaus, 1998) e hiracina JM79 (HirJM79) producida por 
Enterococcus hirae DCH5 (Sánchez et al., 2007b) y, dado que puede llegar a contener hasta el 97% de 
la bacteriocina inicial (Muriana y Klaenhammer, 1991), debe recogerse y mezclarse con el precipitado. 
No obstante, a pesar de recoger esta película flotante, la actividad total de las fracciones obtenidas 
durante la purificación de EntL50A y EntL50B fue aproximadamente 8 y 4 veces menor, 
respectivamente, que la obtenida durante la purificación de EntL50 (EntL50A y EntL50B) producida 
por E. faecium L50 (Cintas et al., 1995). Este resultado podría deberse, al menos en parte, a una menor 
cantidad de proteínas en los sobrenadantes de los cultivos desarrollados en el medio mínimo SCGR que 
en el medio complejo MRS y, por ello, a una menor coprecipitación de estos péptidos con compuestos 
proteicos del medio. Por otra parte, la cromatografía de filtración en gel es una técnica cromatográfica 
introducida con éxito en el proceso de purificación de algunas bacteriocinas como EntA producida por 
E. faecium P21 (Herranz et al., 2001b) y PLBC21 (Martín et al., 2007a), EntP producida por E. 
faecium P13 (Cintas et al., 1997; Casaus, 1998) y Pc. pastoris X-33t1 (Gutiérrez et al., 2005a), 
HirJM79 producida por E. hirae DCH5 (Sánchez et al., 2007b) y PedPA-1 producida por P. 
acidilactici 347 (Martínez et al., 1998) con el objeto de eliminar las sales que interfieren negativamente 
en la cromatografía de intercambio catiónico, ya que inhiben la unión de las bacteriocinas (péptidos 
poco catiónicos y de pequeño tamaño molecular) a los ligandos aniónicos unidos covalentemente a la 
matriz cromatográfica. A pesar de realizar esta etapa de purificación, los rendimientos de EntL50A y 
EntL50B obtenidos para Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03), 
respectivamente, tras la cromatografía de intercambio catiónico fueron muy bajos (0,8 y 0%, 
respectivamente) (Tabla IV.4), lo que podría deberse a la débil naturaleza catiónica de estos péptidos o 
a su naturaleza hidrofóbica, que causaría su retención en las matrices cromatográficas, originando 
pérdidas del 40−80% tras la cromatografía de intercambio iónico (Venema et al., 1997). Sin embargo, 
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la recuperación de la actividad antimicrobiana tras la cromatografía de interacción hidrofóbica fue del 
10 y el 5,9% (Tabla IV.4), respectivamente, lo que representó una actividad mayor que la obtenida tras 
la cromatografía de intercambio catiónico. No obstante, este fenómeno también se ha detectado, en 
diversas etapas cromatográficas, durante la purificación de otras bacteriocinas como EntL50 (EntL50A 
y EntL50B) producida por E. faecium L50 (Cintas et al., 1995), PedPA-1 producida por P. acidilactici 
Z102 (Nieto-Lozano et al., 1992; Cintas et al., 1998b), EntP producida por E. faecium P13 (Cintas et 
al., 1997), EntA producida por E. faecium CTC492 (Aymerich et al., 1996) y PLBC21 (Martín et al., 
2007a) y SakA y sakacina P (SakP) producidas por Lactobacillus curvatus LTH1174 y Lb. curvatus 
LTH673, respectivamente (Tichaczek et al., 1992) e HirJM79 producida por E. hirae DCH5 (Sánchez 
et al., 2007b). Por último, los rendimientos obtenidos tras la cromatografía de fase inversa fueron del 
1,3 y el 2,6% (Tabla IV.4) para Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-4 
(pYABD03), respectivamente, y, en ambos casos, se obtuvo una única fracción final con actividad 
antimicrobiana. Por otra parte, el incremento de la actividad antimicrobiana específica de estas 
fracciones con respecto a la de los sobrenadantes fue mayor en Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) que 
en S
l factor limitante para la 
purificación de estos péptidos a partir de los sobrenadantes de los cultivos de las respectivas levaduras 
independiente convendría 
proceder a la optimización del método de purificación con el objeto de incrementar aún más su 
rendimiento. 
El análisis mediante espectrometría de masas (MALDI-TOF-MS) de la fracción que contenía 
EntL50B producida por Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) permitió identificar: (i) un péptido con una 
masa molecular idéntica a la de EntL50B producido por E. faecium L50 (5.178 Da) (Cintas et al., 
1998a), lo que demuestra que el péptido recombinante es procesado correctamente por la enzima Kex2, 
y (ii) dos péptidos de mayor tamaño (5.242 y 5.226 Da) (Fig. 4.5.B), que podrían ser el resultado de 
modificaciones espontáneas de los residuos de metionina (Met) presentes en la molécula de EntL50B 
(Met1 y Met24) (Cintas et al., 1998a). A este respecto, si ambos residuos Met se oxidan a metionina 
sulfona (MetSO2) se produciría una adición de 64 Da y se obtendría una masa molecular de 5.242 Da. 
Asimismo, el péptido de 5.226 Da podría resultar de la conversión de un residuo Met a MetSO2 
c. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) (2.000 y 452 veces, respectivamente). De forma general, el 
hecho de que la actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas tras la cromatografía de 
interacción hidrofóbica sea mayor que tras la cromatografía de interacción catiónica puede deberse a 
que durante el proceso de purificación se eliminan compuestos inhibidores de la actividad biológica de 
estos péptidos antimicrobianos o bien porque los medios apolares favorecen su actividad biológica 
(Casaus, 1998; Cintas et al., 1998a; Herranz, 2001). Por otra parte, las cantidades finales de EntL50A y 
EntL50B obtenidas tras la cromatografía de fase inversa fueron de 8,6 y 23,5 µg, respectivamente, lo 
que representa un 46,5 y un 45,8% de las cantidades obtenidas en los sobrenadantes de los cultivos 
iniciales. Con base en los resultados descritos puede considerarse que la escasa adsorción de EntL50A 
y EntL50B a la matriz de cromatografía de intercambio catiónico constituye e
recombinantes (Tabla IV.4). Por todo ello, aunque la expresión y producción heteróloga de EntL50A y 
EntL50B por Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03), 
respectivamente, ha permitido la purificación de estos péptidos de forma 
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(adición de 32 Da) y la conversión del otro residuo a metionina sulfóxido (MetSO) (adición de 16 Da). 
Por otra parte, el análisis mediante MALDI-TOF-MS de la fracción que contenía EntL50A producida 
por Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) (Fig. 4.5.A) reveló la presencia de tres fragmentos con una 
elevada masa molecular (6,2−6,4 kDa). En un principio, este resultado podría indicar que EntL50A no 
había sido procesado correctamente por la enzima Kex2, como consecuencia de una reducción del 
reconocimiento de su sitio de unión (Glu-Lys-Arg), debido a interferencias conformacionales ejercidas 
por el extremo N-terminal de EntL50A; sin embargo, el análisis comparativo de la secuencia 
aminoacídica de EntL50A y EntL50B permitió descartar esta hipótesis ya que los ocho primeros 
aminoácidos de estos péptidos son idénticos (Cintas et al., 1998a, 2000d). Por ello, es posible 
hipotetizar sobre la asociación de EntL50A a un compuesto o material producido por la levadura, como 
se ha descrito previamente para PedPA-1 producida heterólogamente por Pc. pastoris (Beaulieu et al., 
2005). En este contexto, estos autores demostraron que PedPA-1 se asociaba a material colágeno y que, 
a diferencia de EntL50A y EntL50B, no mostraba actividad biológica. Asimismo, considerando la 
similitud de la secuencia de EntL50A y EntL50B, puede hipotetizarse que uno o ambos residuos Met 
de EntL50A también se han oxidado a MetSO y/o MetSO2, respectivamente. A este respecto, conviene 
destacar que Met es un aminoácido que reacciona con mucha facilidad con el oxígeno, lo que genera 
péptidos y proteínas con una menor actividad biológica (Brot y Weissbach, 1991; Weissbach et al., 
2002). Así pues, estudios recientes han demostrado que los residuos Met de las bacteriocinas pueden 
oxidarse de manera espontánea, especialmente durante su purificación a homogeneidad, perdiendo o 
reduciendo su actividad antimicrobiana (Casaus et al., 1997; Franz et al., 1999b; Johnsen et al., 2000; 
Cintas et al., 2000d). Por ello, el hecho de que las fracciones obtenidas tras la purificación de EntL50A 
y EntL50B mostraran una actividad antimicrobiana mucho menor a la de los correspondientes 
sobrenadantes de los cultivos puede deberse a la oxidación de sus residuos Met. Así pues, las 
cantidades de EntL50A y EntL50B obtenidas tras la cromatografía de fase inversa fueron 
aproximadamente la mitad de la detectadas en los correspondientes sobrenadantes de los cultivos (46,5 
y 45,8%, respectivamente); sin embargo, la actividad antimicrobiana de estas fracciones representó una 
recuperación de tan sólo el 1,3 y el 2,6%, respectivamente. A este respecto, conviene destacar que el 
proceso de elaboración de la cerveza incluye una etapa en la que el mosto lupulado se oxigena (sección 
II.1.4.2.5), permitiendo el desarrollo de la levadura cervecera y el inicio de la fermentación (Vaughan 
et al., 2005), lo que podría representar un problema para la aplicación de EntL50 (EntL50A y 
EntL50B) como bioconservante de la cerveza debido a su susceptibilidad a la oxidación. No obstante, 
existe la posibilidad de desarrollar por ingeniería genética variantes de EntL50A y EntL50B con una 
mayor estabilidad frente a la oxidación mediante la sustitución de los residuos Met por otros 
aminoácidos siempre que esto no implique la pérdida o reducción de su actividad antimicrobiana, al 
igual que se ha descrito para PedPA-1 (Johnsen et al., 2000). A este respecto, debería evaluarse 
exhaustivamente el efecto en la actividad antimicrobiana de la sustitución del residuo Met24 por otros 
aminoácidos ya que la región C-terminal de las bacteriocinas está implicada en el modo de acción de 
las mismas debido a que se integra en la membrana citoplasmática de la célula diana, lo que provoca la 
formación de poros y, en última instancia, la muerte celular (Fimland et al., 1996; Chen et al., 1997b; 
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Miller et al., 1998; Fimland et al., 2000; Johnsen et al., 2000; Fimland et al., 2002; Kazazic et al., 
2002; Johnsen et al., 2005a). 
Por otra parte, los análisis en geles de Tricina-SDS-poliacrilamida de las fracciones que contenían 
EntL50A producida por Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y EntL50B producida por Sc. cerevisiae 
L50B-4 (pYABD03) (Fig. 4.6.A) revelaron sendas bandas proteicas que correspondían a EntL50A y 
EntL50B y dos o una banda(s) superior(es), respectivamente, lo que demuestra que estos péptidos 
tienen una fuerte tendencia a formar agregados. Mediante experiencias similares, Cintas et al. (1995), 
demostraron que EntL50 producida por la cepa salvaje E. faecium L50, que de hecho contenía 
EntL50A y EntL50B, migró como un péptido de 3.600 Da; sin embargo, EntL50A y EntL50B 
recombinantes migraron como péptidos de 7.000 Da aproximadamente, lo que podría deberse a que: (i) 
las bandas visualizadas en el gel correspondían a dímeros de EntL50A y EntL50B recombinantes y/o 
(ii) estos péptidos migran de manera distinta si se analizan electroforéticamente independiente o 
conjuntamente, como resultado de cambios en la conformación de las moléculas debidos a 
interacciones entre ambos péptidos. Por otra parte, EntL50A, EntL50B y sus agregados se detectaron 
mediante Western blotting (Fig. 4.6.B) y mostraron ser biológicamente activos mediante un Overlay 
assay (Fig. 4.6.C). Estos resultados demuestran que el transporte y secreción de EntL50A, así como el 
procesamiento, transporte y secreción de EntL50B, producidos heterólogamente por Sc. cerevisiae 
L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03), respectivamente, se realiza 
adecuadamente y que estos péptidos recombinantes podrían ser similares a los producidos por la cepa 
salvaje E. faecium L50. 
Los resultados descritos anteriormente demuestran la utilidad y eficacia del vector de expresión y 
secreción de proteínas pYABD01, diseñado en este trabajo, para la expresión y secreción heteróloga de 
EntL50A y EntL50B biológicamente activos en Sc. cerevisiae. Asimismo, la disponibilidad de estas 
cepas bacteriocinogénicas de Sc. cerevisiae, un microorganismo de gran actividad metabólica, puede 
resultar de gran interés para: (i) el desarrollo de levaduras cerveceras bacteriocinogénicas, que podrían 
emplearse como cultivos iniciadores y protectores (bioconservantes) de la cerveza, con la capacidad de 
producir estos péptidos in situ durante la fermentación del mosto e inhibir, por tanto, el desarrollo de 
las bacterias lácticas alterantes, (ii) la obtención de una elevada cantidad de estos péptidos con el objeto 
de proceder a la evaluación de su utilización como bioconservantes en la industria cervecera y 
alimentaria y (iii) la evaluación del mecanismo molecular de acción de estos péptidos. No obstante, 
sería necesario desarrollar previamente nuevas metodologías que mejoren la actividad antimicrobiana y 
producción de EntL50A y EntL50B por estos hospedadores, lo que podría realizarse mediante: (i) la 
utilización de vectores de expresión con un mayor número de copias en el hospedador (Gorgens et al., 
2004); (ii) el empleo de promotores más activos e inducidos por etanol (por ej.: ADH1) (Schoeman et 
al., 1999; Gorgens et al., 2004); (iii) la utilización de secuencias de iniciación de la traducción 
diferentes a la secuencia Kozak (Kozak, 1992); (iv) la incorporación de aminoácidos cargados 
positivamente en el extremo N-terminal del SP (Tsuchiya et al., 2003), (v) el empleo de hospedadores 
deficientes en la síntesis de proteasas y/o (vi) su desarrollo en fermentadores, bajo diferentes 
condiciones ambientales (temperatura, pH, agitación, aireación, etc.) y en recipientes de cultivo con un 
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diseño novedoso (Sreekrishna et al., 1997; Trucksis et al., 1997; Villate et al., 2001; Cereghino et al., 
2002). Por último, conviene destacar que la utilización de estas levaduras recombinantes en la industria 
cervecera y/o alimentaria requerirá que se hayan empleado para su construcción vectores de expresión 
de “grado alimentario” y que estas cepas hospedadoras estén reconocidas como “seguras” (status 
GRAS y/o QPS) y de utilidad industrial. 
VI.2.2. EXPRESIÓN Y SECRECIÓN HETERÓLOGA DE LA ENTEROCINA L50 (L50A Y/O 
L50B) EN Pichia pastoris 
Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la utilidad y eficacia del vector de expresión y 
secreción de proteínas pYABD01 para la expresión y secreción heteróloga de EntL50A y EntL50B en 
Sc. cerevisiae; no obstante, la máxima cantidad de estos péptidos producida por Sc. cerevisiae L50A-
20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae (pYABD03), respectivamente, sólo representó un 4 y un 11% de la 
máxima cantidad producida por la cepa salvaje E. faecium L50 en el medio MRS, respectivamente, y 
este hospedador no permitió la producción conjunta de EntL50A y EntL50B (sección VI.2.1.2). A este 
respecto, conviene destacar que la utilización de Sc. cerevisiae como hospedador heterólogo no 
siempre se considera ideal para la producción de proteínas recombinantes y, por ello, el empleo de 
levaduras metilotróficas constituye una alternativa de elección para solventar los inconvenientes de Sc. 
cerevisiae derivados de: (i) su bajo nivel de producción, (ii) su inestabilidad, (iii) su alto grado de 
glucosilación y/o (iv) su difícil adaptación a ensayos de tipo industrial (Hollenberg y Gellissen, 1997). 
Pc. pastoris es la levadura metilotrófica más utilizada como modelo para el desarrollo de sistemas 
de producción heteróloga de proteínas (hasta la fecha se han expresado aproximadamente 400 proteínas 
en este hospedador) debido a una serie de factores entre los que destacan: (i) la simplicidad de las 
técnicas para su manipulación genética; (ii) la habilidad para producir, intracelular y extracelularmente, 
grandes cantidades de proteínas recombinantes; (iii) la capacidad para llevar a cabo modificaciones 
postraduccionales en estas proteínas (por ej.: glucosilaciones, formación de enlaces disulfuro y 
maduración proteolítica) y (iv) la disponibilidad de sistemas de expresión heteróloga comerciales 
(Cereghino y Cregg, 1999, 2000; Cregg et al., 2000; Ilgen et al., 2005; Han et al., 2006; Sebban-
Kreuzer et al., 2006; Li et al., 2007). De forma general, el empleo de Pc. pastoris como hospedador 
heterólogo permite la producción de grandes cantidades de proteínas recombinantes (aprox., 10−100 
veces mayores que en Sc. cerevisiae), así como la adaptabilidad de los ensayos de laboratorio a las 
condiciones industriales (Cregg et al., 1993; Cereghino y Cregg, 2000). Por todo ello, en este trabajo se 
procedió a la expresión y secreción heteróloga de EntL50A y EntL50B, independiente y 
conjuntamente, en esta levadura metilotrófica con el objeto de producir grandes cantidades de estos 
péptidos que permitan evaluar su posible empleo como ingrediente alimentario en la industria 
cervecera y alimentaria, así como, entre otros aspectos, determinar el mecanismo molecular de acción 
de estos péptidos antimicrobianos. 
 
Antonio Basanta Díaz 298
VI. Discusión general 
VI.2.2.1. EXPRESIÓN Y SECRECIÓN HETERÓLOGA DE LAS ENTEROCINAS L50A Y/O 
L50B EN Pichia pastoris 
El vector de expresión y secreción de Pc. pastoris pPICZαA (3.593 pb) (Fig. 6.1.B) se seleccionó 
para la producción heteróloga de EntL50A y EntL50B, independiente y conjuntamente, debido a una 
serie de características estructurales y funcionales, entre las que destacan: (i) MFα1s, que permite la 
secreción de las proteínas recombinantes expresadas en Pc. pastoris a través del sistema Sec (también 
denominado Ruta General de Secreción); (ii) PAOX1, promotor inducible por metanol que permite la 
sobreexpresión de los genes que se encuentran bajo su control y (iii) AOX1, secuencia nucleotídica que 
faci
on MFα1s, obteniéndose los plásmidos recombinantes pBAS01, pBAS02 y 
pBA
lita la integración del vector linearizado en el genoma de Pc. pastoris, incrementa la estabilidad de 
las proteínas recombinantes y/o permite la construcción de cepas con varias copias del gen 
recombinante (Brake et al., 1984; Cregg et al., 1993; Cereghino y Cregg, 2000; Gutiérrez et al., 
2005a). A este respecto, la enzima alcohol oxidasa (AOX) está codificada por dos genes, AOX1 y 
AOX2; no obstante, el primer gen es responsable de la mayoría de la actividad AOX en la célula. 
Además, PAOX1 permite la sobreexpresión de AOX1 y la producción de cantidades de AOX que 
constituyen más del 30% de la proteína total soluble (Cereghino y Cregg, 2000; Cregg et al., 2000; 
Ilgen et al., 2005). Por otra parte, MFα1s es el SP más utilizado para la secreción heteróloga de 
proteínas en este hospedador debido a que su efectividad es mayor que la del SP de las 
correspondientes proteínas (Cereghino y Cregg, 2000), especialmente para las proteínas de pequeño 
tamaño molecular (Sreekrishna et al., 1997). Conviene destacar que estos autores recomiendan la 
conservación de los espaciadores constituidos por la repetición de los aminoácidos contiguos ácido 
glutámico-alanina (Glu-Ala), adyacentes a los nucleótidos que codifican el lugar de procesamiento de 
la enzima Kex2, cuando se fusionan proteínas a MFα1s; sin embargo, estos espaciadores no se 
incluyeron en este trabajo ya que se ha demostrado la secreción de proteínas eficiente empleando 
únicamente los nucleótidos que codifican el lugar de procesamiento de la enzima Kex2 (Brake et al., 
1984). Por todo ello, entL50A y entL50B se clonaron, independiente y conjuntamente, en el vector 
pPICZαA, fusionados c
S03, respectivamente (Fig. 5.1). Asimismo, la transformación de estos plásmidos recombinantes 
en células competentes de Pc. pastoris permitió la obtención de las levaduras recombinantes Pc. 
pastoris X-33A (pBAS01), Pc. pastoris X-33B (pBAS02) y Pc. pastoris X-33AB (pBAS03). 
Los resultados obtenidos (Fig. 5.2) demuestran que Pc. pastoris X-33A (pBAS01), Pc. pastoris X-
33B (pBAS02) y Pc. pastoris X-33AB (pBAS03) poseen una amplia y potente actividad 
antimicrobiana en medio sólido y líquido cuando se desarrollan en los medios mínimo y complejo 
(BMM y BMMY, respectivamente). A pesar de que el desarrollo de estas levaduras recombinantes fue 
mayor en el medio complejo BMMY (DO600= 9,2−10,9) que en el medio mínimo BMM (DO600= 
8,2−8,6), la actividad antimicrobiana de Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) y Pc. pastoris X-33AB-27 
(pBAS03) fue menor (310 y 65 UB/mgMCS en BMM y 100 y 20 UB/mgMCS en BMMY, 
respectivamente) y la máxima cantidad de EntL50A, así como EntL50A y EntL50B, en el medio 
BMMY (31 ngEntL50A/mgMCS, así como 3 ngEntL50A/mgMCS y 5,9 ngEntL50B/mgMCS, 
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respectivamente) representó un 14%, así como un 9 y un 15% de la máxima cantidad obtenida en el 
medio BMM (228,5 ngEntL50A/mgMCS, así como 32,8 ngEntL50A/mgMCS y 39,3 
ngEntL50B/mgMCS, respectivamente). Sin embargo, la actividad antimicrobiana de Pc. pastoris X-
33B-33 (pBAS02) fue mayor en el medio BMMY (50 y 95 UB/mgMCS en BMM y BMMY, 
respectivamente) y la máxima cantidad de EntL50B en este medio (1.240 ng/mgMCS) fue 2,6 veces 
mayor que en el medio BMM (475 ng/mgMCS). La menor cantidad de EntL50A en los sobrenadantes 
de los cultivos de Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) y Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) desarrollados 
en el medio BMMY podría deberse a una mayor adsorción de este péptido a la superficie celular de la 
levadura productora. A este respecto, Cintas et al. (1998a) determinaron que EntL50A es un péptido 
catiónico y, por ello, puede interaccionar electrostáticamente con las cargas negativas presentes en la 
superficie celular de las levaduras mediante un mecanismo dependiente del pH, como se ha sugerido 
para las cepas recombinantes de Sc. cerevisiae productoras de EntL50A y EntL50B obtenidas en este 
ajes (Klaenhammer, 1988; Ray, 1992, Yang et al., 1992; Cintas et al., 
2001; von Mollendorff et al., 2007). En este sentido, el pH final de los cultivos de Pc. pastoris X-33A-
22 (
2006
trabajo (sección VI.2.1.2) y demostrado para la producción de otras bacteriocinas por las 
correspondientes cepas salv
pBAS01) y Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) desarrollados en el medio BMMY fueron mayores 
que los obtenidos en el medio BMM (pH 6,0 y 3,0, respectivamente) y, por ello, la menor cantidad de 
EntL50A en el medio BMMY pudo deberse a una mayor adsorción de este péptido a la superficie 
celular de las levaduras. No obstante, esta menor cantidad de EntL50A también puede deberse a uno de 
los siguientes factores: (i) la mayor agregación de los monómeros de los péptidos entre sí o con otros 
compuestos del medio dando lugar a oligómeros con un reducido reconocimiento antigénico 
(Schoeman et al., 1999; Schuster et al., 2000; Zhang et al., 2000; Beaulieu et al., 2005; Gutiérrez et al., 
2005a; Ilgen et al., 2005; Criado et al., 2006b) y/o (ii) la mayor degradación de la región C-terminal de 
este péptido debido a una mayor actividad de las proteasas neutras, como consecuencia de un mayor 
pH y una mayor densidad y lisis celular de la levadura productora desarrollada en el medio BMMY 
(Schoeman et al., 1999; Brey et al., 2003; Beaulieu et al., 2005; Gutiérrez et al., 2005a; Criado et al., 
b). Asimismo, estas diferencias en la actividad proteásica dependiente del medio de cultivo 
podrían ser responsables, al menos parcialmente, de que la actividad antimicrobiana y cantidad de 
EntL50A disminuya un 60 y un 85%, respectivamente, después de alcanzarse los valores máximos en 
los cultivos desarrollados en el medio BMMY, pero sólo un 30 y un 35%, respectivamente, en los 
cultivos desarrollados en el medio BMM. Por otra parte, Pc. pastoris, al igual que Sc. cerevisiae 
(sección VI.2.1.2), posee la capacidad de llevar a cabo modificaciones postraduccionales de las 
proteínas secretadas, entre las que destacan: (i) maduración proteolítica, (ii) formación de enlaces 
disulfuro y (iii) glucosilación, que pueden producir la inactivación de la proteína secretada y/o una 
disminución en su actividad antimicrobiana, además de un reconocimiento antigénico diferente al de 
las proteínas “naturales” (Brake et al., 1984; Brake, 1990; Cereghino y Cregg, 2000; Schuster et al., 
2000; Ilgen et al., 2005). A este respecto, conviene destacar que EntL50A y EntL50B no presentan 
típicas secuencias de glucosilación en su molécula, por lo que es improbable que las diferencias 
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cualitativas y cuantitativas de actividad antimicrobiana obtenidas en los medios BMM y BMMY sean 
debidas a reacciones de glucosilación. 
Los resultados de la Tabla V.3 demuestran que la producción de EntL50A y EntL50B, así como de 
EntL50A y EntL50B, por las levaduras recombinantes Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01), Pc. pastoris 
-33B-33 (pBAS02) y Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03), respectivamente, es paralela al crecimiento 
celular (metabolitos primarios), ya que, una vez inducida por la adición de metanol a los cultivos 
(DO600=1), continúa durante la fase logarítmica de crecimiento y alcanza su valor máximo durante 
dicha fase o al comienzo de la fase estacionaria, de forma a similar a lo descrito para EntL50A y 
EntL50B producidos heterólogamente por Sc. cerevisiae (sección VI.2.1.2), EntL50 (EntL50A y 
EntL50B) producida por la cepa salvaje E. faecium L50 (Criado et al., 2006b) y otras bacteriocinas 
(Parente y Hill, 1992; Torri Tarelli et al., 1994; Franz et al., 1996; Gutiérrez et al., 2005b) La máxima 
cantidad de EntL50B producida por Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) desarrollada en BMMY a 30ºC 
(1.240 ng/mgMCS) representó un incremento de 5,9 veces respecto a la máxima producción de 
EntL50B por la cepa salvaje E. faecium L50 desarrollada en el medio complejo MRS a 25ºC (210 
ng/mgMCS) (Criado et al., 2006b). Además, aunque la máxima cantidad de EntL50B producida por 
Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) desarrollada en BMM a 30ºC fue menor (475 ng/mgMCS), esta 
producción fue 2,3 veces mayor que la de la cepa salvaje. Por el contrario, la máxima cantidad de 
EntL50A producida por Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) desarrollada en BMM a 30ºC (228,5 
ng/mgMCS) fue similar a la producida por E. faecium L50 (210 ng/mgMCS) (Criado et al., 2006b). 
Independientemente del medio de cultivo, el desarrollo de Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) 
(DO600= 8,6 y 10,9 en BMM y BMMY, respectivamente) fue mayor que el de Pc. pastoris X-33B-33 
(pBAS02) (DO600= 8,4 y 9,8 en BMM y BMMY, respectivamente); sin embargo, la máxima cantidad 
de EntL50A obtenida en los sobrenadantes de los cultivos de Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) 
desarrollados en BMM y BMMY (228,5 y 31 ng/mgMCS, respectivamente) fue 2 y 40 veces menor, 
respectivamente, que la máxima cantidad de EntL50B obtenida en los sobrenadantes de los cultivos de 
Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) desarrollados en los mismos medios (475 y 1.240 ng/mgMCS, 
respectivamente). En un principio, estas diferencias podrían deberse a una mayor degradación 
proteolítica de la región C-terminal de EntL50A, así como a una mayor expresión de entL50B y 
secreción de EntL50B. En este contexto, diversos estudios han demostrado que en el cromosoma de Pc. 
pastoris pueden integrarse múltiples copias del ADN recombinante mediante el gen AOX1, lo que 
permite una mayor expresión génica (Sreekrishna et al., 1997; Cereghino y Cregg, 2000; Ilgen et al., 
2005). Por otra parte, se ha demostrado que la eficiencia de secreción de una proteína en este 
hospedador depende en parte de las características naturales de la proteína heteróloga (Cereghino y 
Cregg, 2000; Schuster et al., 2000; Cereghino et al., 2002); no obstante, resulta improbable que este 
fenómeno sea responsable de las diferencias en las cantidades de EntL50A y EntL50B obtenidas en los 
respectivos sobrenadantes, debido a que: (i) estos péptidos son muy parecidos (72% de homología en 
su secuencia aminoacídica), presentan características fisicoquímicas similares (por ej.: tamaño 
molecular, carga eléctrica, pI e hidrofobicidad) y presentan 31 aminoácidos idénticos, especialmente en 
la región N-terminal, incluidos los ocho primeros aminoácidos (Cintas et al., 1998a, 2000d), y (ii) 
X
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EntL50A y EntL50B son producidas en cantidades similares por la levadura recombinante Pc. pastoris 
X-33AB-27 (pBAS03) (Tabla V.3). Además, otros estudios han demostrado que proteínas o péptidos 
hidrofóbicos (por ej.: EntL50A y EntL50B) pueden insertarse a la membranas de las células 
productoras (sección VI.2.1.2) (Schiffer et al., 1992; Schoeman et al., 1999). A este respecto, Cintas et 
al. (2000d) determinaron que EntL50A es un péptido más hidrofóbico que EntL50B (índices GRAVY 
0,202 y −0,144, respectivamente) y, por ello, puede producirse una mayor inserción de EntL50A en la 
membrana citoplasmática de la levadura después de su adsorción dependiente del pH a la superficie 
celular, lo que también podría explicar la menor cantidad de este péptido en los sobrenadantes 
correspondientes. 
Por otra parte, la construcción de la levadura recombinante Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03) 
permitió la producción conjunta de EntL50A y EntL50B; no obstante, las cantidades de EntL50A y 
EntL50B producidas en los medios BMM y BMMY fueron 7−10 y 12−210 menores, respectivamente, 
que las producidas por Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) y Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02), 
respectivamente. A este respecto, otros estudios han demostrado que las cepas multi-
bacteriocinogénicas producen bacteriocinas en cantidades menores a las obtenidas en las cepas salvajes 
productoras de una sola bacteriocina (Horn et al., 1998; Criado et al., 2006b; Gutiérrez et al., 2006; 
Martín et al., 2007a). Asimismo, estas diferencias podrían deberse a un menor número de copias de 
entL50A y entL50B integradas en el cromosoma de Pc. pastoris X-33AB-27 (pBAS03). Conviene 
destacar que EntL50A y EntL50B se producen en concentraciones equimolares en Pc. pastoris X-
33AB-27 (pBAS03), de forma similar a lo descrito en la cepa salvaje E. faecium L50 (Criado et al., 
2006b), y que estos péptidos actúan sinérgicamente, siendo su efecto sinérgico mayor cuando ambos 
péptidos se encuentran en concentraciones equimolares (grado de sinergismo de 5,4 y 2,8 en BMM y 
BMMY, respectivamente), de forma similar a los resultados obtenidos para las levaduras 
recombinantes de Sc. cerevisiae (Figs. 3.2 y 4.4; Tabla III.5) y en un trabajo previo (Cintas et al., 
1998a). 
Hasta la fecha, la expresión y secreción heteróloga de bacteriocinas en Pc. pastoris sólo se ha 
demostrado para las bacteriocinas pertenecientes a la subclase IIa EntP de E. faecium P13 (Gutiérrez et 
al., 2005a), PedPA-1 de P. acidilactici PAC1.0 (Beaulieu et al., 2005) e HirJM79 de E. hirae DCH5 
(Sánchez et al., 2008). A este respecto, se ha descrito la expresión heteróloga de PedPA-1 por Pc. 
pastoris pero asociada a material colágeno, no detectándose actividad biológica en los respectivos 
sobrenadantes. Por otra parte, Gutiérrez et al. (2005a) y Sánchez et al. (2008) demostraron la 
producción heteróloga de EntP e HirJM79 biológicamente activas, respectivamente, por cepas 
recombinantes de Pc. pastoris desarrolladas en los medios BMM y BMMY. Independientemente del 
medio de cultivo, las cepas bacteriocinogénicas de Pc. pastoris productoras de EntP, HirJM79, 
EntL50A, EntL50B y EntL50A y EntL50B mostraron un desarrollo similar; sin embargo, la máxima 
cantidad de EntP e HirJM79 se obtuvo al inicio de la fase logarítmica (DO600= 1,7−3,3), mientras que 
la máxima cantidad de EntL50A y EntL50B se detectó al inicio de la fase estacionaria (DO600= 
7,8−10,2) y en la parte intermedia de la fase logarítmica (DO600= 4,8−7,2), respectivamente. Conviene 
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destacar que estos resultados son similares a los obtenidos en este trabajo para las cepas recombinantes 
de Sc. cerevisiae (sección VI.2.1.2). Además, la actividad biológica y producción de EntP por Pc. 
pastoris X-33t1 e HirJM79 por Pc. pastoris X-33TH disminuyó rápidamente, no detectándose actividad 
antimicrobiana (en el medio BMM) o siendo esta muy baja (1,5 o 45% de la máxima actividad 
antimicrobiana en el medio BMMY, respectivamente) en los sobrenadantes de los cultivos de estas 
levaduras recombinantes tras 10 y 12 h de incubación, respectivamente, probablemente debido a la 
degradación de estas bacteriocinas por la acción de proteasas neutras (Gutiérrez et al., 2005a; Sánchez 
et al., 2008). Por el contrario, EntL50A y EntL50B mostraron una mayor estabilidad, especialmente en 
el medio BMM, siendo destacable el hecho de que la cantidad y actividad antimicrobiana específica 
residuales obtenidas para estos péptidos 24 y 96 h después de que se alcanzasen los valores máximos, 
respectivamente, representaban un 71 y un 43%, así como un 93 y un 50%, respectivamente (Tabla 
V.3). 
VI.2.2.2. PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LAS ENTEROCINAS L50A Y L50B 
PRODUCIDAS HETERÓLOGAMENTE POR Pichia pastoris X-33A-22 (pBAS01) Y Pichia 
pastoris X-33B-33 (pBAS02), RESPECTIVAMENTE 
La expresión y producción heteróloga de EntL50A y EntL50B por las levaduras recombinantes Pc. 
pastoris X-33A-22 (pBAS01) y Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02), respectivamente, desarrolladas en el 
medio BMMY permitió la purificación de ambos péptidos de forma independiente. Para ello, se 
empleó un protocolo similar al descrito en la sección VI.2.1.3 debido a que este protocolo posibilitó la 
purificación de EntL50A y EntL50B producidos heterólogamente por cepas recombinantes de Sc. 
cerevisiae (sección VI.2.1.3). Así pues, la precipitación con sulfato amónico permitió una recuperación 
del 65 y el 68% de las cantidades de EntL50A y EntL50B obtenidas en los sobrenadantes de los 
cultivos, respectivamente, y un incremento en la actividad antimicrobiana específica del 14 y el 27%, 
respectivamente (Tabla V.4). A continuación, estas fracciones se sometieron a cromatografía de 
filtración en gel con el objeto de eliminar sales que pudieran interferir negativamente en la subsiguiente 
cromatografía de intercambio catiónico (sección VI.2.1.3). A este respecto, las cantidades de EntL50A 
y EntL50B recuperadas tras de la cromatografía de intercambio catiónico fueron del 50 y el 55%, 
respectivamente, detectándose un incremento en la actividad antimicrobiana específica de 102 y 12 
veces, respectivamente (Tabla V.4). Asimismo, las fracciones obtenidas de las columnas de interacción 
hidrofóbica representaron una recuperación del 67 y el 15% de la actividad antimicrobiana inicial de 
EntL50A y EntL50B, respectivamente, obteniéndose una mayor recuperación de EntL50B que en la 
etapa anterior, lo que coincide con los resultados obtenidos para las levaduras recombinantes de Sc. 
cerevisiae (sección VI.2.1.3). Por último, en las fracciones de purificación obtenidas tras la 
cromatografía de fase inversa se obtuvo, en ambos casos, una única fracción final con actividad 
antimicrobiana. Las cantidades finales de EntL50A y EntL50B en estas fracciones fueron de 24 y 6,5 
µg, respectivamente, lo que representó un 21 y un 7,2% de las cantidades de los sobrenadantes de los 
cultivos, y estas fracciones mantuvieron un 43 y un 5% de la actividad antimicrobiana inicial (Tabla 
V.4). Conviene destacar que la actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas tras la 
precipitación con sulfato amónico representó un incremento de 1,3 y 2,5 veces con respecto a la de los 
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sobrenadantes de los cultivos lo que puede deberse a la eliminación de compuestos inhibidores de la 
actividad antimicrobiana de estos péptidos y/o a un aumento de su actividad debido a la presencia de 
sales y/o compuestos hidrofóbicos en estas fracciones. A este respecto, este fenómeno también se ha 
descrito durante la purificación de EntL50 (EntL50A y EntL50B) producida por E. faecium L50 
(Cintas et al., 1995), así como en la purificación de PedPA-1 producida por P. acidilactici Z102 
(Nieto-Lozano et al., 1992; Cintas et al., 1998b), EntA producida por E. faecium CTC492 (Aymerich 
et al., 1996), EntP producida por E. faecium P13 (Cintas et al., 1997) y SakA y SakP producidas por 
Lb. curvatus LTH1174 y Lb. curvatus LTH673, respectivamente (Tichaczek et al., 1992). Por el 
contrario, tras la cromatografía de intercambio catiónico de EntL50B se detectó una disminución 
reversible del 90% de su actividad antimicrobiana (7,5% de la actividad antimicrobiana inicial); no 
obstante, la actividad antimicrobiana de este péptido se duplicó tras la cromatografía de interacción 
hidrofóbica. La reducción de la actividad antimicrobiana de EntL50B podría deberse a una disminución 
de la interacción electrostática de este péptido con la superficie celular de la levadura, por la inhibición 
ejercida por las elevadas concentraciones de sal del tampón de elución (NaCl 1M). Además, tras las 
cromatografías de interacción hidrofóbica y fase inversa se obtuvo una reducida adsorción de EntL50B 
a las matrices correspondientes (33 y 7,2%, respectivamente), lo que pudo deberse a la baja 
hidrofobicidad de este péptido (índice GRAVY −0,144) y, por ello, estas etapas cromatográficas 
representaron el factor limitante para la purificación de grandes cantidades de EntL50B producidas por 
Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02). 
El análisis mediante MALDI-TOF-MS de la fracción que contenía EntL50B producida por Pc. 
pastoris X-33B-33 (pBAS02) mostró: (i) un péptido mayoritario con una masa molecular idéntica a la 
de EntL50B producido por E. faecium L50 (5.178 Da) (Cintas et al., 1998a), lo que demuestra que el 
péptido recombinante es procesado correctamente por la enzima Kex2, y (ii) otro péptido de menor 
tamaño (5.194 Da) (Fig. 5.4.B), que podría ser el resultado de una modificación espontánea de uno de 
los dos residuos Met presentes en la molécula de EntL50B (Met1 o Met24) (sección VI.2.1.3) (Cintas 
et al., 1998a). A este respecto, si un residuo Met se oxida a MetSO se produciría una adición de 16 Da 
y se obtendría una masa molecular de 5.194 Da. Por otra parte, el análisis mediante MALDI-TOF-MS 
de la fracción que contenía EntL50A producida por Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) (Fig. 5.4.A) 
reveló un péptido minoritario con una masa molecular similar a la de EntL50A producido por E. 
faecium L50 (5.190 Da) y la presencia de cinco péptidos con una elevada masa molecular (6,2−6,9 
kDa). En un principio, estos resultados podrían indicar que la mayor parte de EntL50A no había sido 
procesada correctamente por la enzima Kex2, como consecuencia de una reducción del reconocimiento 
de su sitio de unión (Glu-Lys-Arg), debido a interferencias conformacionales ejercidas por el extremo 
N-terminal de EntL50A; sin embargo, el análisis comparativo de la secuencia aminoacídica de 
EntL50A y EntL50B permitió descartar esta hipótesis ya que los ocho primeros aminoácidos de estos 
péptidos son idénticos (Cintas et al., 1998a, 2000d). Por ello, es posible hipotetizar sobre la asociación 
de EntL50A a un compuesto o material producido por la levadura, como se ha descrito previamente 
para PedPA-1 producida heterólogamente por Pc. pastoris (Beaulieu et al., 2005) y EntL50A 
producido heterólogamente por Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) (Fig. 4.5) (sección VI.2.1.3). 
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Asimismo, considerando la similitud de las secuencias de EntL50A y EntL50B puede hipotetizarse que 
uno o ambos residuos Met de EntL50A se han oxidado a MetSO y/o MetSO2, respectivamente. 
EntL50A y EntL50B producidos heterólogamente por Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) y Pc. 
pastoris X-33B-33 (pBAS02), respectivamente, se caracterizaron mediante geles de Tricina-SDS-
poliacrilamida, Western blotting y Overlay assay (Fig. 5.5) y los resultados obtenidos determinaron la 
fuerte tendencia de estos péptidos a formar agregados, probablemente debido a interacciones 
hidrofóbicas. En los geles de Tricina-SDS-poliacrilamida, EntL50A y EntL50B migraron como 
péptidos de aproximadamente 7.000 Da (Fig. 5.5.A) mientras que EntL50 (EntL50A y EntL50B) 
producida por la cepa salvaje E. faecium L50 migró como un péptido de 3.600 Da (Cintas et al., 1995). 
Estas diferencias podrían deberse a que: (i) las bandas visualizadas en el gel correspondían a dímeros 
de EntL50A y EntL50B recombinantes y/o (ii) estos péptidos migran de manera distinta si se analizan 
electroforéticamente independiente o conjuntamente, como resultado de cambios en la conformación 
de las moléculas debidos a interacciones entre ambos péptidos. Además, estos péptidos recombinantes 
y sus agregados se detectaron mediante Western blotting (Fig. 5.5.B), empleando anticuerpos de 
especificidad predeterminada frente a estos péptidos; sin embargo, únicamente los péptidos 
éptidos en Sc. cerevisiae. Estos resultados 
demuestran que el procesamiento, transporte y secreción de EntL50A y EntL50B, producidos 
heterólogamente por Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) y Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02), 
respectivamente, se realiza adecuadamente y que estos péptidos recombinantes podrían ser similares a 
los producidos por la cepa salvaje E. faecium L50. 
Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la capacidad de las cepas recombinantes de 
Pc. pastoris para la expresión y secreción heteróloga de EntL50A y EntL50B biológicamente activos, 
independiente y conjuntamente. La construcción de estas cepas bacteriocinogénicas puede facilitar 
futuras aplicaciones de EntL50 (EntL50A y EntL50B) en la industria cervecera, alimentaria y 
farmacéutica, de forma similar a otros fármacos y enzimas derivadas de levaduras metilotróficas 
recombinantes que se encuentran disponibles comercialmente o a la espera de su comercialización 
(Hollenberg y Gellissen, 1997; Gellissen, 2000). Asimismo, la producción y purificación independiente 
de EntL50A y EntL50B puede permitir conocer los mecanismos involucrados en su modo de acción 
debido a que para la aplicación de microorganismos bacteriocinogénicos y/o sus bacteriocinas en estas 
industrias se requiere un conocimiento exhaustivo del mecanismo por el que ejercen su efecto 
bactericida. A pesar de los resultados obtenidos en este trabajo, sería necesario la investigación de 
nuevas estrategias experimentales que permitan optimizar la producción y purificación de estos 
péptidos, lo que podría realizarse mediante: (i) la integración en el cromosoma de este hospedador del 
número de copias adecuado para cada gen (Sreekrishna et al., 1997); (ii) el empleo de secuencias de 
iniciación de la traducción diferentes a la secuencia Kozak (Kozak, 1992); (iii) la incorporación de 
aminoácidos cargados positivamente en el extremo N-terminal del SP (Tsuchiya et al., 2003); (iv) la 
utilización de hospedadores deficientes en la síntesis de proteasas, así como, el empleo de medios de 
recombinantes mostraron actividad biológica mediante un Overlay assay (Fig. 5.5.C), contrariamente a 
lo obtenido para EntL50A y EntL50B producidos heterólogamente por Sc. cerevisiae (Fig. 4.6.C), lo 
que podría deberse a una mayor cantidad de estos p
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cultivo no tamponizados que permitan la inactivación de las proteasas neutras, aumentar la estabilidad 
proteolítica y reducir la adsorción de las proteínas secretadas a la célula productora (Sreekrishna et al., 
1997; Trucksis et al., 1997; Han et al., 2006); (v) la utilización de uracilo como factor de selección 
para evitar la acción mutagénica de la zeocina (Sreekrishna et al., 1997; Cereghino y Cregg, 2000); (vi) 
el empleo de fuentes de carbono que aumenten la masa celular de la levadura y que no repriman la 
inducción del promotor por metanol (Sreekrishna et al., 1997); (vii) el desarrollo en fermentadores bajo 
diversas condiciones ambientales (temperatura, pH, agitación, aireación, etc.) (Cereghino et al., 2002); 
(viii) la utilización de recipientes de cultivo con diseño novedoso (Villate et al., 2001) y/o, en algunas 
aplicaciones de la industria alimentaria, (ix) el empleo de promotores no inducibles por metanol como 
GAP, FLD1, PEX8 e YPT1 (Cereghino y Cregg, 1999, 2000; Ilgen et al., 2005). 
VI.2.3. ESTUDIO COMPARATIVO DE Saccharomyces cerevisiae Y Pichia pastoris COMO 
HOSPEDADORES HETERÓLOGOS PARA LA EXPRESIÓN Y SECRECIÓN 
HETERÓLOGA DE LA ENTEROCINA L50 (L50A Y/O L50B) 
Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la capacidad de las cepas recombinantes de 
Sc. cerevisiae y Pc. pastoris para la expresión y secreción heteróloga de EntL50A y EntL50B 
biológicamente activos, independiente y/o conjuntamente (secciones VI.2.1.2 y VI.2.2.1). Estas 
levaduras son microorganismos eucariotas de gran actividad metabólica, por lo que la disponibilidad de 
cepas bacteriocinogénicas puede resultar de gran interés para su empleo como factorías celulares que 
permitan obtener elevadas cantidades de EntL50A y EntL50B con el objeto de proceder a la evaluación 
de su utilización como bioconservantes de la industria cervecera, en particular, y la industria 
alimentaria, en general. Así pues, las cepas bacteriocinogénicas de Sc. cerevisiae pueden resultar de 
gran interés para el futuro desarrollo de levaduras cerveceras bacteriocinogénicas con la capacidad de 
producir estos péptidos antimicrobianos in situ durante la fermentación del mosto e inhibir, por tanto, 
el desarrollo de las bacterias lácticas alterantes (cultivos iniciadores y/o protectores). Por otra parte, las 
cepas bacteriocinogénicas de Pc. pastoris podrían utilizarse para la obtención de una elevada cantidad 
de EntL50A y EntL50B con el objeto de proceder a la evaluación de su utilización como 
bioconservantes y/o como factorías celulares para la producción de grandes cantidades de estos 
péptidos y proceder, entre otros estudios, a la evaluación de los mecanismos involucrados en su modo 
de acción. 
Conviene destacar que los resultados de actividad antimicrobiana y producción de EntL50A y/o 
EntL50B por las cepas recombinantes de Sc. cerevisiae y Pc. pastoris fueron diferentes, tanto 
cualitativa como cuantitativamente; no obstante, en ambos hospedadores las cantidades de EntL50B 
fueron entre 2 y 40 veces mayores que las obtenidas para EntL50A (secciones VI.2.1.2 y VI.2.2.2). Por 
otra parte, la máxima cantidad de EntL50A y EntL50B en los sobrenadantes de Pc. pastoris fue 27 y 52 
veces mayor, respectivamente, que la obtenida en los respectivos sobrenadantes de Sc. cerevisiae; sin 
embargo, su actividad antimicrobiana específica fue 21 y 71 veces menor, respectivamente (Figs. 4.2, 
5.3 y 6.4; Tablas IV.3, V.3 y VI.4). La estabilidad de EntL50A producido por cepas recombinantes de 
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Sc. cerevisiae y Pc. pastoris, desarrolladas en los medios mínimos SCGR y BMM, respectivamente, 
fue muy similar debido a que la cantidad de este péptido 24 h después de que se alcanzase el valor 
máximo representaba un 75 y un 71%, respectivamente; sin embargo, la estabilidad de EntL50B fue 
mayor en Sc. cerevisiae (73%) que en Pc. pastoris (43%) 96 h después de que se alcanzase su cantidad 
máxima. Por otra parte, el empleo de Sc. cerevisiae como hospedador no permitió la producción 
conjunta de EntL50A y EntL50B por una misma cepa recombinante; no obstante, la producción de 
EntL50A por Sc. cerevisiae L50AB-2 (pYABD04) fue un 24% mayor que la obtenida por Sc. 
cerevisiae L50A-20 (pYABD02). Sin embargo, los resultados obtenidos en Pc. pastoris demostraron la 
consecución de la producción conjunta de EntL50A y EntL50B por una misma cepa recombinante, 
aunque las cantidades de estos péptidos fueron menores a las obtenidas cuando EntL50A y EntL50B se 
produjeron de forma independiente (Tabla V.3). Asimismo, esta levadura multibacteriocinogénica 
permitió demostrar el efecto sinérgico de EntL50A y EntL50B, principalmente cuando estos péptidos 
se encuentran en concentraciones equimolares, de forma similar a los resultados obtenidos para las 
levaduras recombinantes de Sc. cerevisiae (sección VI.2.1.2) y en un trabajo previo (Cintas et al., 
1998a). 
Tabla VI.4. Máxima producción y actividad antimicrobiana de EntL50A y EntL50B expresadas 
y secretadas por levaduras recombinantes de Sc. cerevisiae y Pc. pastoris 
 
Sc. cerevisiae INVSc1 
 
 
 
Pc. pastoris X-33 
 Péptido 
antimicrobiano Medio de 
cultivoa t (h)
b Concc AA (SC)d
 Medio de 
cultivo t (h) Conc AA (S)
d
EntL50A SCGR 144   8,4 255  BMM 192    228,5 310 
EntL50B SCGR 120 24,0 165  BMMY 144 1.240,0 95 
aMedio de cultivo óptimo para la producción de EntL50A y EntL50B. 
bTiempo de incubación expresado en horas, en el que se obtuvo la máxima producción y actividad antimicrobiana de EntL50A 
y EntL50B 
cProducción máxima de EntL50A o EntL50B determinada mediante un ELISA-NCI empleando anticuerpos policlonales de 
especificidad predeterminada frente a EntL50A o EntL50B y expresada en ng/mgMCS. 
dActividad antimicrobiana determinada mediante EPM empleando como microorganismo indicador P. damnosus CECT4797 y 
expresada en UB/mgMCS. SC, sobrenadante concentrado; S, sobrenadante. 
 
 
Figura 6.4. Actividad antimicrobiana máxima de los sobrenadantes de los 
cultivos de las levaduras recombinantes Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) 
(A), Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) (B), Pc. pastoris X-33A-22 (pBAS01) 
(C) y Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02) (D) desarrollados en los medios SCGR 
(A y B), BMM (C) y BMMY (D) a 30ºC. 
 
A B C D
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Por otra parte, conviene destacar que la producción heteróloga de EntL50A y EntL50B por 
levaduras recombinantes de Sc. cerevisiae y Pc. pastoris permitió la purificación de estos péptidos de 
forma independiente, lo que resulta de gran interés ya que el empleo de sobrenadantes de la cepa 
salvaje E. faecium L50 para la purificación de EntL50 (EntL50A y EntL50B) no permitió separar 
ambos péptidos debido a la gran similitud de su secuencia aminoacídica (72% de identidad) y sus 
características fisicoquímicas (Cintas et al., 1995, 1998a). Los resultados obtenidos tras la purificación 
de estos péptidos en ambos hospedadores mostraron diferencias significativas (Tablas IV.4 y V.4). A 
este respecto, tras la precipitación con sulfato amónico de las proteínas de los sobrenadantes de las 
cepas recombinantes de Sc. cerevisiae desarrolladas en el medio mínimo BMM se detectó una gran 
disminución de la actividad antimicrobiana de EntL50A y EntL50B (90 y 80%, respectivamente), lo 
que podría deberse a la menor cantidad de proteínas presentes en los respectivos sobrenadantes y, por 
ello, una menor coprecipitación de estos péptidos con los compuestos proteicos del medio. La 
cromatografía de filtración en gel es una técnica introducida con éxito en el proceso de purificación de 
algunas bacteriocinas (sección VI.2.1.3) con el objeto de eliminar las sales que interfieren 
negativamente en la cromatografía de intercambio catiónico. A pesar de realizar esta etapa 
que las sales de amonio (NH4 ) 
presentes en el tampón de elución pueden inhibir la unión de estos péptidos catiónicos de pequeño 
tama
ectivamente. 
cromatográfica durante las purificaciones de estos péptidos producidos por Sc. cerevisiae se detectó 
una reducida o nula adsorción de EntL50A y EntL50B, respectivamente, a la matriz de la 
cromatografía de intercambio catiónico, debido probablemente a +
ño molecular a los ligandos aniónicos unidos covalentemente a la matriz cromatográfica (Cintas et 
al., 2000d) y/o la menor cantidad de estos péptidos en los sobrenadantes de los cultivos de Sc. 
cerevisiae desarrollados en el medio SCGR. Con base en estos resultados, la purificación de EntL50A 
y EntL50B producidos heterólogamente por cepas recombinantes de Pc. pastoris se realizó a partir de 
cultivos desarrollados el medio complejo BMMY, lo que permitió, tras la precipitación con sulfato 
amónico, una recuperación del 65 y el 68% de las cantidades de EntL50A y EntL50B obtenidas en los 
correspondientes sobrenadantes de los cultivos, respectivamente, así como una actividad 
antimicrobiana mayor (Tabla V.4). Asimismo, se obtuvo una actividad antimicrobiana de EntL50A 
mayor que en Sc. cerevisiae tras la cromatografía de intercambio catiónico (73% frente a 0,8%); sin 
embargo, se detectó una reducida actividad antimicrobiana de EntL50B (7,5%) aunque mayor a la 
obtenida para la cepa recombinante Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03) (0%). No obstante, los 
rendimientos de EntL50A y EntL50B purificados de los sobrenadantes de los cultivos de Pc. pastoris 
X-33A-22 (pBAS01) y Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02), respectivamente, fueron 2 y 6 veces menores 
que los obtenidos de Sc. cerevisiae L50A-20 (pYABD02) y Sc. cerevisiae L50B-4 (pYABD03), 
respectivamente; sin embargo, la actividad antimicrobiana específica de los cultivos fue 60 y 6 veces 
mayor, resp
Los análisis mediante MALDI-TOF-MS de EntL50A y EntL50B purificados de las cepas 
recombinantes de Sc. cerevisiae y Pc. pastoris fueron muy similares (Figs. 4.5 y 5.4). Así pues, en las 
fracciones que contenían EntL50B se identificó un péptido minoritario (en Sc. cerevisiae L50B-4 
[pYABD03]) o mayoritario (en Pc. pastoris X-33B-33 [pBAS02]) con una masa molecular idéntica a 
Antonio Basanta Díaz 308
VI. Discusión general 
la de EntL50B producido por E. faecium L50 (5.178 Da) y otros péptidos en los que los dos o un 
residuo Met (Met1 y/o Met24) se encuentran oxidados a MetSO y/o MetSO2 en Sc. cerevisiae L50B-4 
(pYABD03) y MetSO en Pc. pastoris X-33B-33 (pBAS02), respectivamente (Figs. 4.5.B y 5.4.B). Por 
otra parte, en las fracciones que contenían EntL50A se identificó un péptido minoritario con una masa 
molecular similar a la de EntL50A producido por E. faecium L50 (5.190 Da) en Pc. pastoris X-33A-22 
(pBAS01), así como varios péptidos con una elevada masa molecular (6,2−6,9 kDa) en ambos 
hospedadores (Figs. 4.5.A y 5.4.A), lo que sugiere que EntL50A puede asociarse a un compuesto o 
material producido por la levadura (por ej.: colágeno) (secciones VI.2.1.3 y VI.2.2.2). La actividad 
antimicrobiana específica de EntL50A y EntL50B producidos por las cepas recombinantes de Sc. 
cerevisiae se redujo considerablemente durante el proceso de purificación, obteniéndose tan sólo un 2,6 
y un 5,5% de la actividad antimicrobiana específica de los correspondientes sobrenadantes de los 
cultivos, respectivamente, lo que podría deberse a la oxidación de ambos residuos Met. Por el 
contrario, la actividad antimicrobiana específica de estos péptidos producidos por las cepas 
recombinantes de Pc. pastoris representó un 205 y un 75 % de la obtenida en los correspondientes 
sobrenadantes de los cultivos, lo que sugiere que la oxidación de un residuo Met en EntL50A y 
EntL50B no reduce su actividad antimicrobiana. Considerando estos resultados y los de los análisis 
mediante MALDI-TOF-MS, puede hipotetizarse que sólo el residuo Met1 se ha oxidado en EntL50A y 
EntL50B producidos por las cepas recombinantes de Pc. pastoris, ya que la zona C-terminal de las 
bacteriocinas está implicada en el modo de acción de las mismas debido a que se integra en la 
mem ima 
insta ltados obtenidos mediante 
ensayos e  de Tricina-S  Western blotting e EntL50A y 
EntL50B pro mbinantes fueron mila Figs. 4.6 y 5.5), lo que, 
junto  resultados itos rior te, ue tra l p sa  tr rte y 
secreción de EntL50A y EntL50B se realiza adecuadamente en las cepas recombinantes de Sc. 
cerevisiae y Pc. pastoris y que estos péptidos podrían ser similares a los producidos por la cepa salvaje 
E. faecium L50. 
mbinantes obtenidas en este trabajo podrían emplearse como factorías celulares 
experimentales para la expresión y secreción heteróloga de EntL50A y EntL50B biológicamente 
activos, inde nte, estos péptidos 
a, 
en particular, y gieren la 
plearse como 
cultivos inici
bacteriocinas s bacterias 
lácticas alter as requeriría 
que se hayan ” y que estas 
cepas hospeda ad industrial. 
Por otra parte, la disponibilidad del vector de clonación, expresión y secreción de proteínas diseñado y 
brana citoplasmática de la célula diana, lo que provoca la formación de poros y, en últ
ncia, la muerte celular (sección VI.2.1.3). Por otra parte, los resu
n geles
ducidos por estas levaduras reco
DS-poliacrilamida,  y 
muy si
Overlay assay d
res (
 con los  descr ante men dem s n que e roce miento, a onsp
Las levaduras reco
pendiente y conjuntamente, ya que, como se ha mencionado anteriorme
poseen un gran interés tecnológico para su utilización como bioconservantes de la industria cervecer
 la industria alimentaria, en general. Asimismo, los resultados descritos su
posibilidad de desarrollar levaduras cerveceras bacteriocinogénicas que pudieran em
adores y protectores (bioconservantes) de la cerveza con la capacidad de producir 
in situ durante la fermentación del mosto e inhibir, por tanto, el desarrollo de la
antes de este producto. No obstante, la utilización industrial de estas levadur
empleado para su construcción vectores de expresión de “grado alimentario
doras estén reconocidas como “seguras” (status GRAS y/o QPS) y de utilid
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construido en  producción 
heteróloga de rés para las industrias cervecera, alimentaria y/o 
farmacéutica. Finalmente, la producción y purificación independiente de EntL50A y EntL50B por las 
cepas recombinantes de Sc. cerevisiae y Pc. pastoris puede permitir identificar y caracterizar los 
mecanismos moleculares involucrados en el modo de acción de estos péptidos antimicrobianos, lo que 
reviste una gran importancia para su aplicación industrial y/o de los microorganismos 
bacteriocinogénicos. 
 
 
 
 este trabajo (pYABD01) puede permitir, en un futuro inmediato, la
 otras bacteriocinas y/o péptidos de inte
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VII. Conclusiones 
PRIMERA. Las bacteriocinas producidas por Enterococcus faecium L50, principalmente la enterocina 
L50 (L50A y L50B), pueden considerarse bioconservantes potenciales de la cerveza con base en las 
siguientes características: (i) su amplio espectro e acción antimicrobiana frente a las principales 
bacterias lácticas alterantes de este producto; (ii) su modo de acción bactericida, dependiente de la 
dosis de bacteriocina y del sustrato cervecero em eado, en mosto (con y sin lúpulo), cervezas con 
diferente graduación alcohólica (contenido de etanol del 1−5%, vol/vol) y cerveza sin alcohol 
(contenido de etanol 0%, vol/vol); (iii) su efica ia para impedir la aparición y el desarrollo de 
poblaciones bacterianas resistentes; (iv) su estabilidad frente a los tratamientos térmicos empleados 
generalmente durante el proceso de elaboración de la cerveza para la maceración, ebullición, 
fermentación y pasteurización; y (v) su estabilidad durante el almacenamiento prolongado en cerveza 
(contenido de etanol del 5%). 
SEGUNDA. La clonación de la región del gen de s cerevisiae que codifica el péptido 
señal de la feromona factor α 1 (MFα1s) en el or de expresión de Sc. cerevisiae denominado 
pYES2 permitió la obtención del vector de secreci e proteínas pYABD01, que se encuentra en un 
elevado número de copias y que es estab n ausencia de presión selectiva. 
TERCERA. La clonación de los genes estructurales de EntL50A (entL50A) y EntL50B (entL50B) 
fusionados a MFα1s en el vector recombinante pYABD01 permitió el procesamiento y la secreción 
heterólogos de EntL50A y EntL50B biológicamente activas por Sc. cerevisiae dirigidas por el péptido 
señal de la feromona factor α 1. 
CUARTA. La clonación de entL50A y/ a MFα1s en el vector de secreción de 
Pichia pastoris denominado pPICZαA y la integración posterior de los vectores recombinantes en el 
genoma de las levaduras permitieron el procesami to y la secreción heterólogos de EntL50A y 
EntL50B biológicamente activas, independiente y conjuntamente, por Pc. pastoris dirigidas por el 
péptido señal de la feromona factor α 1. 
QUINTA. Este trabajo describe por primera ve la obtención y funcionalidad de levaduras 
recombinantes bacteriocinogénicas con la capacidad de expresar y secretar heterólogamente una 
bacteriocina que no pertenece a la familia de la pediocina. 
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VII. Conclusions 
FIRST. The bacteriocins produced by Enterococcus faecium L50, mainly enterocin L50 (L50A and 
L50B), may be considered as potential beer-biopreservatives based upon the following characteristics: 
(i) their broad antimicrobial spectrum against the most relevant beer-spoilage lactic acid bacteria; (ii) 
their dose- and substrate-dependent bactericidal mode of action in wort (hopped and unhopped), and 
alcoholic (1−5% ethanol, vol/vol) and non-alcoholic (0% ethanol, vol/vol) lager beers; (iii) their 
effectiveness to avoid the development of bacterial resistances; (iv) their ability to withstand the heat 
treatments used during the brewing process for mashing, boiling, fermentation and pasteurization; (v) 
and their long-term stability in lager beer (5% ethanol, vol/vol). 
SECOND. Cloning of the Saccharomyces cerevisiae gene region encoding the mating pheromone α-
factor 1 secretion signal (MFα1s) into the Sc. cerevisiae expression vector pYES2 resulted in the high-
copy number and segregationally stable protein secretion vector pYABD01. 
THIRD. Cloning of the structural genes of EntL50A (entL50A) and EntL50B (entL50B) fused to 
MFα1s into the recombinant vector pYABD01 allowed the heterologous processing and secretion of 
biologically active EntL50A and EntL50B by Sc. cerevisiae directed by the mating pheromone α-
factor 1 secretion signal. 
FOURTH. Cloning of entL50A and/or entL50B fused to MFα1s into the Pichia pastoris secretion 
vector pPICZαA and further integration of the recombinant vectors into the yeast genome permitted 
the heterologous processing and secretion of biologically active EntL50A and EntL50B, separately and 
together, by Pc. pastoris directed by the mating pheromone α-factor 1 secretion signal. 
FIFTH. The present work reports for the first time the development of recombinant bacteriocinogenic 
yeasts heterologously expressing and secreting a non pediocin-like bacteriocin. 
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APÉNDICE 1. LISTADO DE ABREVIATURAS
1. ABREVIATURAS GENERALES 
Ax Absorbancia o densidad óptica a una ongitud de onda ”x” 
aa Aminoácido(s) 
ABC Transportador del tipo ABC (del ing ATP Binding Cassette) 
ABTS Reactivo ABTS (del inglés 2,2'-Azin is [3-ethylBenzThiazoline-6-Sulfonic acid]) 
Ace Adhesina Ace o adhesina del coláge  (del inglés Adhesin of Collagen from E. faecalis) 
ACE Enzima de conversión de la angiotensina (del inglés Angiotensin Converting Enzyme) 
ADN/DNA Ácido desoxirribonucleico 
ADT/TDA Prueba de difusión e st) 
AG Aparato de Golgi 
Amp Ampicilina 
APPCC Análisis de Peligros y Puntos de Co rítico 
ARE Enterococos resistentes a antibiótico lés Antibiotic Resistant Enterococci) 
ARN/RNA Ácido ribonucleico 
ARNm Molécula de A
ARNr Molécula de A
ARNt Molécula de ARN transferente 
AS Adhesina AS o susta gregation Substance) 
ATP Nucleótido adenosina t -Phosphate) 
ATPas
Aur 
Bav Bavaricina 
BMM Medio de cultivo mínimo 
BMMY Medio de cultivo complejo para Pc. pastoris 
C- Grupo carboxilo 
CB Del inglés Coating Buffer 
Cbn Carnobacteriocina 
Cir Circularina 
CNS Estafilococos coagulas egative Staphylococci) 
Col Colicina 
CS Sobrenadante concen
Cur Curvacina 
Cyl Citolisina o hemolisina β/bacteriocina 
DEFT Técnica de epifluorescencia directa bre filtro (del inglés Direct Epifluorescent Filter 
Technique) 
Div Divergicina 
DOx/ODx Densidad óptica o absorbancia a una longitud de onda “x” 
DTS Sistema de transporte dedicado (del inglés Dedicated Transport System) 
EBS Sustancia de unión enterococal (del inglés Enterococal Binding Substance) 
EIItMan Sistema fosfotransferasa (PTS) manosa-específico 
EIIBgl Sistema fosfotransferasa (PTS) glucósido-específico 
 
 l
lés 
o-b
no
n agar (del inglés Agar Diffusion Te
ntrol C
s (del ing
RN mensajero 
RN ribosómico 
ncia de agregación (del inglés Ag
rifosfato (del inglés Adenosine Tri
a Enzima/proteína con actividad ATPasa 
Aureocina 
para Pichia pastoris 
a-negativos (del inglés Coagulase N
trado 
so
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ELISA Ensayo inmunoenzimático tipo ELISA (del inglés Enzyme Linked-ImmunoSorbent Assay) 
ELISA-NCI Ensayo ELISA de tipo no competitivo e indirecto 
Enl Enterolisina 
Ent Enterocina 
Esp Adhesina Esp o proteína extracelular superficial (del inglés Extracellular Surface Protein) 
FIA Análisis de inyección del flujo (del inglés, Flow Injection Analysis) 
FPLC Cromatografía líquida rápida de proteínas (del inglés Fast Protein Liquid Chromatography) 
GAP Promotor GAP (del inglés Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase) 
Gas Gassericina 
GRAS Reconocido generalmente como seguro (del inglés Generally Recognized as Safe) 
GRAVY Grado de hidrofobicidad de una proteína (del inglés Grand Average of Hydropathicity) 
GYECC Medio de cultivo GYECC (del inglés Glucose Yeast Extract Calcium Carbonate) 
G+C Contenido de bases guanina y citosina (mol%) 
HLP Medio de cultivo HLP (del inglés Hsu´s Lactobacillus and Pediococcus Medium) 
HPK Proteína HPK o proteína histidín-quinasa (del inglés Histidin Protein Kinase) 
HPLC Cromatografía líquida de alta resolución (del inglés High Performance Liquid 
Chromatography) 
IDF Del inglés International Dairy Federation 
IP Péptido o factor inductor (del inglés Induction Peptide) 
Kan Kanamicina 
LAB Bacterias lácticas (del inglés Lactic Acid Bacteria) 
Las Lactocina S 
LB Medio de cultivo LB o Luria-Bertani 
Lci Lactococcina 
Leu Leucocina 
Lta Lactacina 
Ltn Lacticina 
LWYM Medio de cultivo LWYM (del inglés Lin´s Wild Yeast Medium) 
MALDI-TOF-MS Análisis mediante espectrometría de masas 
MCS/CDW Masa celular seca (del inglés Cell Dry Weight) 
MDR Transportador del tipo MDR o de resistencia a múltiples antibióticos (del inglés Multidrug 
Resistance) 
Mes Mesentericina 
Met Metionina 
MFα1s Feromona factor α 1 (del inglés, Mating Pheromone α-factor 1 Secretion Signal) 
MM Masa molecular 
MMCF Técnica de fluorescencia de microcolonias sobre filtros de membrana (del inglés Membrane 
Filter Microcolony Fluorescence Method) 
MPA Ensayo en placas microtituladoras (del inglés Mitrotiter Plate Assay) 
MRS Medio de cultivo MRS (del inglés Man, Rogosa and Sharpe) 
MRSA Stahylococcus aureus resistentes a la metilicina (del inglés Methillicin Resistant 
Staphylococcus aureus) 
MYGP Medio de cultivo MYGP 
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m/vol Relación masa/volumen 
N- Grupo amino 
NBB Medio de cultivo NBB (del alemán Nährboden für Bierschädlingen Bakterien) 
NBS Región de unión a nucleótidos (del inglés Nucleotide-Binding Sites) 
 ón controlados por la nisina A (del inglés Nisin Controlled Expression) 
 n-Starter 
−  (+) o no (−) del plásmido pCIZ2 
olymerase Chain Reaction) 
de las bacterias Gram-negativas 
 Proton Motive Force) 
e System) 
yVinylidine DiFluoride) 
 generalmente como seguro (del inglés Qualified Presumption of Safety) 
oplasmático 
embrana (del inglés, Resistance-Nodulation-
 eína reguladora de respuesta (del inglés Response Regulator) 
ínimo para el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae 
R ltivo SC suplementado con galactosa y rafinosa 
ec-dependiente o Ruta General de Secreción  
P el inglés Selective Medium for Megasphaera and Pectinatus) 
 ica de inhibición por siembra en picadura (del inglés Stab-On-Agar Test) 
 de membrana 
SPAT ota sobre agar (del inglés Spot-On-Agar Test) 
SRP Partícula reconocedora de señal (del inglés Signal Recognition Particle) 
TFA Ácido trifluoroacético 
TMS Segmentos transmembrana (del inglés Transmembrane Segment) 
TNF-α Factor de necrosis tumoral (del inglés Tumoral Necrosis Factor) 
TPI Promotor TPI (del inglés Triose Phosphate Isomerase) 
NICE Sistemas de expresi
Nis Nisina 
NSLAB Flora NSLAB o flora láctica que no forma parte del cultivo iniciador (del inglés No
Lactic Acid Bacteria) 
orf Gen hipotético o marco de lectura abierto (del inglés Open Reading Frame) 
da por un orf ORF Proteína hipotética codifica
PA Proteína accesoria 
1+/−  o no (−) del plásmido pCIZ1 pCIZ Cepa portadora (+)
pCIZ2+/ Cepa portadora
PCR Reacción en cadena de la polimerasa (del inglés P
Ped Pediocina 
pI Punto isoeléctrico 
Plt Plantaricina 
PME Proteína de membrana externa 
PMF Fuerza protón-motriz (del inglés
Psc Piscicolina 
PTS Sistema PTS o sistema fosfotransferasa (del inglés PhosphoTransferas
PVDF Difluoruro de polivinilideno (del inglés Pol
QPS Reconocido
RE Retículo end
RND Superfamilia de reguladores y de proteínas de m
Cell Division) 
RR Proteína RR o prot
Sak Sakacina 
SC Medio de cultivo m
SCG Medio de cu
SDM Medio de cultivo SDM (del inglés Schwarz Differential Medium) 
Sec Sistema S
SMM Medio de cultivo SMMP (d
SOAT TISP o técn
SOS Respuesta SOS o sistema de reparación
SP Péptido señal (del inglés Signal Peptide) 
Técnica de g
TMD Dominios transmembrana (del inglés Transmembrane Domains) 
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UBA Medio de cultivo UBA (del inglés Universal Beer Agar) 
UP Unidad de pasteurización 
VLB Medio de cultiv S7-7 o VLB S7-7 (del alemán Versuchs- und Lehranstalt für Brauerei) 
 tes a la vancomicina (del inglés Vancomycin Resistant Enterococci) 
  
R o YPD suplementado con galactosa y rafinosa, y sin glucosa 
VRE Enterococos resisten
WA Medio de cultivo WA (del inglés Wort-Agar) 
WLN Medio de cultivo WLN (del inglés Wallerstein Laboratory Nutrient)
X-Gal Del inglés 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside 
YPD Medio de cultivo para el crecimiento de levaduras 
YPG Medio de cultiv
Zeo Zeocina 
vol/vol Relación v/v 
wt/vol Relación m/v 
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2. ABR AS DE UNIDADES EVIATUR
  
  
  
kg   Kilogramo 
 
l   
  
  
p   
 
 
BREVIATUR NEROS MICROBIANOS 
  
  
  idium spp. 
  li)  
  
  
  
  
Lc.   cus spp. 
  
  sumbacterium spp. 
   frisingensis) 
  
  
  
  
  
  
 
  
Z.   Zymomonas spp. 
Da Dalton 
hl Hectolitros 
kb Kilobase 
kDa  Kilodalton 
Litros 
mg Miligramos 
ng Nanogramos 
pb/b Par de bases 
ppm  Partes por millón 
UA   Unidad arbitraria 
   UniUB/BU dad de bacteriocina 
ad formadora de colonia ufc/cfu  Unid
3. A AS DE GÉ
B. Bacillus spp. 
C. Carnobacterium spp. 
Cl. Clostr
E. Enterococcus spp. (en ocasiones se refiere a Escherichia spp., por ej.: E. co
H. Helicobacter spp. 
Ho. Hordeum spp. 
L. Listeria spp. 
Lb. Lactobacillus spp. 
Lactococ
Le. Leuconostoc spp. 
O. Obe
P. Pediococcus spp. (en ocasiones se refiere a Pectinatus spp., por ej.: P.
Pc. Pichia spp. 
Pr. Propionibacterium spp. 
Ps. Pseudomona spp. 
R. Rhizopus spp. 
S. Staphylococcus spp. 
Sa. Salmonella spp. 
Sc.  Saccharomyces spp. 
St. Streptococcus spp. 
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4. AB AS DE NUCLEÓTIDOS REVIATUR
MP) o o ácido adenílico  
 
P)  
P)    
P)  
ATUR
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abreviaturas Masa molecular (Da) 
A (A  Adenina monofosfat
C (CMP) Citosina monofostato o ácido citidílico  
G (GM Guanosina monofosfato o ácido guanidílico  
T (TM Timidina monofosfato o ácido timidílico
U (UM Uridina monofosfato o ácido uridílico  
5. ABREVI AS Y MASA MOLECULAR DE AMINOÁCIDOS 
 Aminoácidos 
No mod cionalmente    ificados postradu
Ácido aspártico Asp D 133 
Ácido glutámico Glu E 147 
Alanina Ala A 89 
Arginina Arg R 174 
Asparagina Asn N 132 
Cisteína Cys C 121 
Fenilalanina Phe F 165 
Glicina Gly G 75 
Glutamina Gln Q 146 
Histidina His H 155 
Isoleucina Ile I 131 
Leucina Leu L 131 
Lisina Lys K 146 
Metionina Met M 149 
Prolina Pro P 115 
Serina Ser S 105 
Tirosina Tyr Y 181 
Treonina Thr T 119 
Triptófano Trp W 204 
Valina Val V 117 
Modificados postraducionalmente    
Dehidroalanina Dha -  
Dehidrobutirina Dhb -  
Lantionina Lan -  
β-metil-lantionina MeLan -  
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APÉNDICE 2. CÓDIGO GENÉTICO 
  U C A G   
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Enzima 
HindIII 
SacI 
El sitio de restricción
SalI 
SmaI 
XbaI 
XhoI 
a
lPrTh   
 GAU  
 GAC  
 GAA  
 GAG  
raducción se indican 
ZIMAS DE RES
Secuencia dia
A
 
▲
▼AGCTT
TTCGA A
 
GAGCT▼C
C▲TCGAG
 
G▼TCGAC
CAGCT▲G
 
CCC▼GGG
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AGATC▲T
 
C▼TCGAG
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a
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APÉNDICE 4. GLOSARIO 
Aditivos Sustancias que se añaden intencionadamente a los productos alimenticios, sin propósito 
 de modificar sus caracteres, técnicas de 
su adaptación al empleo que se destinan. 
itivo, no se consumen normalmente como 
aracterísticos de los mismos. 
 o al extracto de malta en la 
elaboración de cerveza. 
DN complementario ADN monocatenario sintetizado in vitro a partir de un molde de ARNm empleando una 
sa ARN-dependi
DN polimer  síntesi ADN diante la adic e desoxinucleótidos 
t o 5’−3’ a u ador de ARN o ADN utilizando como molde una 
c omplementari
Agrupación génica C operones cuyos uctos icos intervien  la misma función 
b
ATPasa E ataliza la hidrólis la aden a trifosfato (ATP), liberando adenosina 
d osfato inorgánico. 
Péptidos o proteínas de síntesis ribosomal, con o sin modifica s postraduccionales, 
p s por b as Gra ositivas y Gr ativas, que poseen 
actividad antimicrobiana (bactericida o bact ostática). 
acteriocinogenicidad C  de producir bacteriocinas. 
ioconservación T onservación de lo entos definida como “la p ongación de la vida 
ú cremento de la seguri higién sanitaria de l mentos mediante la 
uestos naturales de ori an al, vegetal o microbiano que no 
e rjudiciales pa alud de s consumidores”. 
ebada L m vulgare) a planta monocotiledónea anual perteneciente a la 
f neas, y e al de n im ortancia tanto para animales como 
para humanos y, actualmente, el quinto cereal más cultivado en el mundo. 
ebador Oligonucleótido empleado en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
Cerveza Bebida resultante de la fermentación alcohólica, mediante levadura seleccionada 
(Saccharomyces spp.), de un mosto procedente de malta de cebada, solo o mezclado 
con otros productos amiláceos transformables en azúcar por digestión enzimática, 
adicionado con lúpulo y/o sus derivados y sometido a un proceso de cocción. 
erveza de bajo Cervezas cuya graduación alcohólica está comprendida entre el 1 y el 3 por 100 en 
volumen, incluido en dicho porcentaje la tolerancia admitida para la indicación del 
grado alcohólico volumétrico. 
de cambiar su valor nutritivo y con la finalidad
elaboración, conservación y/o para mejorar 
nutrDichas sustancias, posean o no valor 
alimentos, ni se usan como ingredientes c
Adjuntos Materias primas que sustituyen parcialmente a la malta
A
ente. ADN polimera
A asa E iza lanzima que catal s de  me ión d
rifosfato en sentid n ceb
o. adena de ADN c
onjunto de  prod gén en en
iológica. 
nzima que c is de osin
ifosfato y f
Bacteriocina cione
roducidos y secretado acteri m-p am-neg
eri
B apacidad
B écnica de c s alim rol
til e in dad ico- os ali
utilización de comp gen im
jercen efectos pe ra la s  lo
C a cebada (Hordeu  es un
amilia de las gramí s un cere gra p
C
C
contenido en 
lcohol a
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Cerveza sin alcohol Cervezas cuya graduación alcohólica es menor al 1 por 100 en volumen, incluido en 
dicho porcentaje la tolerancia admitida para la indicación del grado alcohólico 
volumétrico. 
Co B eri ucid por E a coli uyo t m lecular es de 25− 0 kDa. 
estos s Compu idrofóbicos qu nt oduce b ular y entan la 
p rmea  a cierto iones
Proceso n rencia de m ADN plasm
o  
Cultivo adj Prepara e microorgani v bacteri s y/o leva s) que se 
adicion  materia prima durante el pro so d ra ión de alimentos mediante 
la tecno e a ferm taci rial c  una istin  a la s cultivos 
i ciado (ace  aduración y i l sabo /arom eseado). 
o iniciado Prepara e microorgani vivos (b erias, hongos y/o leva s) que se 
a icion  materia prima e el proceso de elaboración de alim s mediante 
la tecno la fe enta trial ra m mejorar y estandarizar sus 
c racter  o ganolé ticas  
Cu  pro  C ltivo onoespe  micr orga v vos ( eri ongos y/o 
ejercen efectos beneficiosos 
sos como consecuencia de la 
mejora de las propiedades de su microflora indígena. 
Cultivo protector Preparación de microorganismos vivos (bacterias, hongos y/o levaduras) que se 
de la fermentación industrial para asegurar su calidad higiénico-sanitaria 
y seguridad e incrementar su vida útil mediante la inhibición del desarrollo de 
microorganismos patógenos y alterantes. 
Dominio R  una molécula de proteína o ADN que posee una función o conformación 
específica. 
Efecto sinérgico S uce cuando la utilización combinada (ratio 1:1) de dos bacteriocinas permite 
o r una actividad antimicrobiana mayor que la correspondiente al efecto aditivo de 
las bacteriocinas evaluadas independientemente. 
Enfermedad sarcina Alteración de la cerveza producida por microorganismos del género Pediococcus, 
caracterizada por un exceso de acidez, turbidez sedosa, sedimento granular, 
filamentosidad y aparición de sabores y aromas anómalos debido a la producción de 
d  y 2,3-butanodiol. 
Episoma Elemento genético bacteriano que puede replicarse independientemente del cromosoma 
bacteriano o integrarse y replicarse como parte del cromosoma. 
xpresión génica Proceso por medio del cual todos los organismos procariotas y eucariotas transforman 
la información codificada en los ácidos nucleicos en las proteínas necesarias para su 
desarrollo y funcionamiento. 
licina schericact ocina prod a c amaño o 8hi
 ionó ro estos h e se i r n en la mem rana cel  aumCompu fo
e bilidad s . 
Conjugación de tra sfe oléculas de ídico de una célula bacteriana a 
tra.
unto ción d smos ivos ( as, hongo dura
an a la ce e elabo c
logía d  l en ón indust on  finalidad d ta  de lo
ni res y protectores lerar la m produc r e r a d
r ción d  smos act duraCultiv
d an a la  durant ento
logía de rm ción indus pa odificar, 
a ísticas r p  y reológicas. 
biótico u s mixtos o m cíficosltivo  de o nismos i bact as, h
levaduras), y componentes de las células microbianas que 
en la salud y en el bienestar del hospedador, en algunos ca
adicionan a la materia prima durante el proceso de elaboración de alimentos mediante 
la tecnología 
egión de
e prod
btene
iacetilo
E
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Extensión N-terminal Extensión de 15−30 aminoácidos localizada en la región N-terminal de las proteínas 
recién sintetizadas que será eliminada durante o tras el proceso de secreción de la 
Factor de virulencia 
ión  bién lo pueden 
proteína a través de la membrana citoplasmática. 
Molécula efectora que potencia la capacidad de un microorganismo de causar 
enfermedad. 
Proceso anaeróbico realizado por las levaduras básicamente, aunque tam
realizar algunas bacterias, de la que se obtienen muchos productos como vino, cerveza,  Fermentac
alcohólica
tc. 
isma especie. 
Floculación herirse en flóculos y sedimentar rápidamente en el 
Flora NSLAB e microorganismos pertenecientes al grupo de las bacterias lácticas que no 
Fuerza protón motriz membrana necesario para el desarrollo de los procesos 
Gen 
Guarda 
s de proporcionar el sabor amargo típico de la 
Levaduras 
que se encuentran las 
Levaduras salvajes 
 durante la 
Maceración ón de un 
 la obtención, mediante fermentación con levadura 
cervecera, de un líquido alcohólico con un perfil organoléptico específico. 
alcohol, chocolate, pan, e
Feromona Sustancia pseudohormonal secretada por un organismo a modo de señal específica para 
otro organismo, generalmente de la m
Feromona sexual Feromona secretada por células bacterianas cuya actividad biológica es el 
desencadenamiento del proceso de conjugación plasmídica. 
Habilidad de las levaduras para ad
medio en que estén suspendidas. 
Conjunto d
forman parte del cultivo iniciador empleado durante la elaboración del alimento. 
Gradiente electroquímico trans
metabólicos dependientes de energía. 
Segmento de ADN que codifica un péptido, una proteína o una molécula de ARN. 
Proceso de maduración del aroma y sabor de la cerveza. 
Humulonas (α-ácidos) Componentes del lúpulo responsable
cerveza. 
Hongos, generalmente unicelulares, que se reproducen vegetativamente por gemación. 
Saccharomyces es uno de los aproximadamente 40 géneros de levaduras ascoporógenas 
que se conocen, en el que se incluyen siete especies, entre las 
levaduras más habitualmente utilizadas en la industria alimentaria. 
Levaduras que, no siendo las cepas de la levadura cervecera o de siembra, se 
encuentran o se aíslan en el proceso de cervecería, principalmente
fermentación y en la cerveza terminada. 
Lúpulo El lúpulo (Humulus lupulus) es una planta trepadora perenne perteneciente a de la 
familia de las Cannabinaceas, cuyas flores femeninas desecadas se emplean para 
aromatizar y dar sabor amargo a la cerveza.  
Etapa del proceso de elaboración de la cerveza cuyo objetivo es la obtenci
líquido o extracto, a partir de la malta y de otros adjuntos, que posea la mayor cantidad 
posible de sustancias solubles en agua (por ej.: azúcares, aminoácidos, proteínas) y que 
pueda servir finalmente para
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Malta Producto de la transformación de los granos de cebada que se obtiene mediante tres 
procesos básicos remojo, germinación y secado. A este proceso se le denomina 
malteado. 
Metabolit Producto del metabolismo bacteriano generado durante la fase exponencial deo primario  
Metabolito secundario bacteriano, no esencial para el crecimiento o el 
iento. 
Molécula docking 
Mosto cervecero 
e 
Número de copias 
Operón Conjunto de genes transcritos bajo el control de un único promotor, cuyos productos 
Péptido señal 
Preprobacteriocina 
Probacteriocina 
 aún no ha sufrido las modificaciones 
Proteína chaperona e proteínas presentes en todas las células cuya función es la de ayudar al 
 a otra parte de la célula donde la 
Replicón 
 SOS 
cuyo ADN ha sufrido 
Secuencia −10 
gen, cuya secuencia consenso es TATAAT. 
crecimiento. 
Producto del metabolismo 
mantenimiento de las funciones celulares, generado durante la fase estacionaria de 
crecim
Microcina Bacteriocina producida por E. coli, cuyo tamaño molecular es <10 kDa. 
Molécula que facilita la interacción de las bacteriocinas con sus diana(s) celular(es). 
Solución en agua potable de carbohidratos, proteínas y sales minerales resultantes de la 
degradación enzimática de la malta, con o sin adjuntos cerveceros, realizada mediant
procesos tecnológicos adecuados. 
Número de repeticiones de un determinado plásmido que contiene una célula 
bacteriana. 
intervienen en la misma función biológica. 
Extensión N-terminal de las proteínas recién sintetizadas reconocida por el sistema Sec 
o Ruta General de Secreción. 
Piocina Bacteriocina producida por Pseudomonas spp. 
Precursor de la bacteriocina biológicamente inactivo constituido por un propéptido C-
terminal (probacteriocina) y una extensión N-terminal (secuencia líder o péptido señal). 
Forma de la bacteriocina en la que, en su caso, se ha eliminado la extensión N-terminal 
implicada en su secreción, pero que
postraduccionales que darán lugar a la bacteriocina madura.  
Conjunto d
plegamiento de otras proteínas recién formadas. Estas chaperonas no forman parte de la 
estructura primaria de la proteína funcional, sino que sólo se unen a ella para ayudar en 
su plegamiento, ensamblaje y transporte celular
proteína realiza su función. 
Molécula de ADN capaz de replicarse independientemente. Región de ADN 
plasmídico (<3 kb) que incluye los genes y las secuencias necesarias para la replicación 
plasmídica y su control. 
Respuesta Síntesis de una serie de proteínas implicadas en la reparación, recombinación y 
replicación del ADN que se produce en células bacterianas 
graves daños (por ej.: exposición a luz ultravioleta). 
Secuencia de la región promotora de un gen situada aproximadamente 10 pb delante 
del codón de iniciación de un 
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Secuencia −35 Secuencia de la región promotora de un gen situada aproximadamente 35 pb delante 
del codón de iniciación de un gen, cuya secuencia consenso es TTGACA. 
Segmento de un gen/proteína que es compartido Secuencia consenso por un gran número de miembros de 
s encontrados más frecuentemente en cada posición (residuos 
Sistema de secreción 
rticipan una proteína transportadora del tipo ABC y una 
ón 
 y las peptidasas señal 
encargadas del procesamiento del prepropéptido. 
Sustancia nutracéutica que posee efectos beneficiosos para la salud del 
consumidor. 
Traducción ene la 
información genética necesaria para codificar una o varias proteínas mediante su 
Transcripción Proceso de síntesis de una molécula de ARNm a partir del ADN. 
Transformación Proceso de asimilación de moléculas de ADN por una célula bacteriana. 
Transportador del  Homodímero de proteína(s) (aprox. 700 aa) que contiene: (i) un dominio C-terminal o 
ivo C y la región de cambio, y (ii) un dominio central integral de membrana, 
Transposón Elemento genético móvil o secuencia de ADN con capacidad de desplazarse 
(transponerse) de un lugar del ADN a otro. 
Unidad arbitraria Unidad empleada para la cuantificación de la actividad antimicrobiana empleando la 
cteriocina 
Vector se, en la que 
se inserta un fragmento de ADN exógeno objeto de estudio (por ej.: plásmidos). 
una familia génica/proteica, cuya secuencia representa los residuos nucleotídicos/ 
aminoacídico
conservados). 
Sistema de secreción de péptidos sintetizados con una extensión N-terminal del tipo 
secuencia líder en el que pa
proteína accesoria, dedicados específicamente a la secreción de una sustancia 
determinada. 
Sistema de secreci Sistema de secreción de péptidos sintetizados con una extensión N-terminal del tipo 
péptido señal en el que participan los productos de los genes SecSec-dependiente 
del tipo ABC 
Componente de los alimentos 
Proceso de síntesis de una proteína a partir de una molécula de ARNm (que conti
traducción a producto génico en los ribosomas). 
tipo ABC de unión al ATP con actividad ATPasa, que contienen los motivos Walker A y Walker 
B, el mot
que contiene 4−6 segmentos transmembrana. En la mayoría de los transportadores del 
tipo ABC dedicados al transporte de bacteriocinas existe un dominio adicional o 
dominio N-terminal con actividad proteolítica, que contiene dos secuencias 
conservadas denominadas dominio cisteína y dominio histidina. 
prueba ADT que se define como “el recíproco de la máxima dilución de una muestra 
que inhibe al microorganismo indicador inoculado en una placa de agar produciendo la 
aparición de un halo o zona de inhibición”. 
Unidad de ba Unidad empleada para la cuantificación de la actividad antimicrobiana empleando la 
prueba MPA que se define como “el recíproco de la máxima dilución de una muestra 
que inhibe en un 50% el crecimiento del microorganismo indicador inoculado en una 
placa microtituladora”. 
Molécula de ADN de pequeño tamaño molecular con capacidad de replicar
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